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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% odstotek 
°C stopinje Celzija  
µ mikro (10-6) 
Ag+ srebrov ion 
Ag(S2O3)2
-3 srebrov tiosulfat 
AgNO3 srebrov nitrat 
AFLP 
dolžinski polimorfizem amplificiranih fragmentov (angl. amplified 
fragment length polymorphism) 
angl. angleško  
bp bazni par 
CBD kanabidiol  
CBG kanabigerol 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
EtBr etidijev bromid  
GA3 giberelinska kislina 
H2O voda 
ha hektar 
IAA indol-3-ocetna kislina (angl. indole-3-acetic acid) 
ISSR angl. inter simple sequence repeats 
min minuta 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)  
RAPD 
naključno pomnožena polimorfna DNA (angl. random amplification of 
polymorpic DNA) 
RFLP 
polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction 
fragment length polymorphism) 
pH merilo za koncentracijo hidroksidnih ionov v raztopini  
SCAR s sekvenco okarakterizirana pomnožena regija (angl. sequence 
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characterized amplified region) 
STS srebrov tiosulfat 
SSR enostavne ponovljive sekvence (angl. simple sequence repeats) 
QTL kvantitativni lokusi (angl. quantitative trait locus) 
sec sekunda 
SNP 
polimorfizem posameznega nukleotida (angl. singel nucleotide 
polymorphism) 
ssp. podvrsta  
THC delta 9 tetra hidro kanabinol  
Tris-HCl tris(hidroksimetil)aminometan hidroklorid 
var. tip  
MADC2 angl. male-Associated DNA from Cannabis sativa 
CTAB angl. cetyl trimethylammonium bromide 
ITS notranja prepisana regija (angl. internal transcribed spacer) 
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1.1 POVOD ZA RAZISKAVO 
Ključna lastnost, ki je povezana s pridelavo in žlahtnjenjem konoplje (Cannabis sativa L.), 
je njen spol. Tako kot pri ljudeh ga določata kromosoma X in Y. Sorte navadne konoplje 
so večinoma dvodomne, enodomne sorte pa so nastale z žlahtnjenjem (Divashuk in sod., 
2014). Določanje spola z molekulskimi metodami je zelo pomembno in se uporablja 
predvsem v žlahtnjenju. S pomočjo molekulskih markerjev lahko določimo spol zelo 
mladih rastlin ali celo semen. To je koristno iz vidika žlahtnjenja rastlin, predvsem zaradi 
možnosti izločanja nezaželjenih moških rastlin še preden bi te lahko oprašile tarčne ženske 
rastline, ki so namenjene za križanje. Učinkovit molekulski marker mora biti enostavno 
prepoznati in nanj ne smejo vplivati okoljski dejavniki ( Mendel in sod., 2016).  
Na izražanje spola konoplje lahko vplivamo z rastnimi regulatorji kot so srebrov tiosulfat 
(STS), giberelinska kislina (GA3),  indol-3-ocetna kislina (IAA) in drugimi (Galoch, 
1978). Vpliv na izražanje spola pri dvodomnih ženskih rastlinah nam omogoča prednosti iz 
vidika žlahtnjenja, saj lahko izzovemo pojav moških cvetov, ki tvorijo fertilen pelod, s 
katerim lahko izvršimo oprašitev tarčnih dvodomnih ženskih rastlin namenjenih za križanje 
(Galoch, 1978). 
1.2 CILJI RAZISKAVE 
1) Preveriti učinkovitost in ponovljivost delovanja markerjev  SCAR119, SCAR323 in 
MADC2 (Mendel in sod. 2016) za določanje spola pri industrijski konoplji. V pripravo 
opisanega protokola sodi optimiziranje pogojev PCR reakcije (koncentracije PCR 
reagentov) in PCR pomnoževalnega cikla (npr. temperatura prileganja začetnih 
oligonukleotidov, število ciklov, itd.). 
2) Preizkusiti  in optimizirati uporabo komercialnega kompleta za dirketni PCR za 
določanje spola navadne konoplje. 
3) Uporabiti optimizirane protokole za molekulsko določanje spola na večjem številu 
rastlin. 
4) Preizkusiti vpliv rastnih regulatorjev (STS, GA3) na izražanje spola pri dvodomnih 
ženskih rastlinah medicinske konoplje.  
5) Preizkusiti vpliv mehaničnega stresa (rez) na izražanje spola pri medicinski konoplji. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Delovne hipoteze pred začetkom poskusov so bile: 
1) Predpostavljamo, da bomo z  izbranimi molekulskimi markerji SCAR119, SCAR323 in 
MADC2  lahko določili spol pri dvodomnih rastlinah navadne konoplje. Za določanje 
spola bodo uporabni vsi trije markerji. 
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2)  Predpostavljamo, da bo uspešnost določanja spola z metodo direktnega PCR nižja kot 
pri predhodni izolaciji DNA po CTAB metodi. 
3) Z uporabo rastnih regulatorjev STS in GA3 v različnih koncentracijah bomo vplivali na 
izražanje spola dvodomnih ženskih rastlin medicinske konoplje tako, da se bodo tvorili 
moški cvetovi. Predpostavljamo, da bo uporaba višjih koncentracij rastnih regulatorjev 
STS in GA3 vodila do pojava večjega števila moških cvetov. 
4) Pričakujemo, da bo mehaničen stres (rez) vplival na rastline tako, da bodo tvorile moške 
cvetove. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NAVADNA KONOPLJA (Cannabis sativa L.) 
2.1.1 Uporabna vrednost konoplje 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) je enoletna dvodomna rastlina. Izvira iz območja 
med Aralskim jezerom in Kaspijskim morjem, ki se nahaja na severozahodnem delu 
Himalaje (Kocjan Ačko, 2015). Konoplja spada v družino konopljevk (Cannabaceae) 
(Ranalli, 2004).  
Konopljo so začeli pridelovati že v šestnajstem stoletju pred našim štetjem. Pridelovali so 
jo stari Egipčani in stari Grki. Na Kitajskem se je pred 4500 leti že uporabljala kot 
predivnica za tekstilne proizvode (Mercuri in sod., 2002). Danes se jo po svetu goji za 
pridobivanje celuloze in vlaken, ki se uporabljajo v tekstilni, papirni in gradbeni industriji, 
za prehrano, kjer se uporabljajo socvetja in semena, ter za pridobivanje metabolitov, ki se 
nahajajo v posameznih delih rastline (Ranalli, 2004).  
Ene izmed najstarejših neživilskih izdelkov na svetu predstavljajo izdelki iz konopljinih 
vlaken, ki so zelo visoko cenjena v primerjavi z drugimi vlakni. Vlakna konoplje so 
močnejša na primer od vlaken bombaževca (Gossypium), nudijo boljšo izolacijo, so bolj 
odporna na obrabo od drugih, nanje ne vplivajo žuželke in pršice, dobro vpijajo vlago na 
primer znoj in so biološko razgradljiva (Bouloc in sod., 2013).  
Konopljo se prideluje tudi za pridobivanje semen. Cela semena konoplje se tradicionalno 
uporabljajo  kot hrana za ptiče ali ribiška vaba. Seme je primerno tudi za prehrano ljudi, saj 
vsebuje esencialne aminokisline in maščobne kisline, ter pridobivanja olja. Ostanki pogač 
stisnjenih semen  se uporabljajo kot beljakovinski dodatek živalski krmi, fino zmleti pa kot 
konopljini proteini v človeški hrani (Bouloc in sod., 2013). 
Ker je konoplja enoletnica, je primerna za vključitev v kolobar, saj zmanjšuje erozijo tal in 
pozitivno vpliva na zmanjšanje škodljivcev, npr. na nematode iz rodu Meloidogyne spp. 
Ugotovili so, da je kljub visoki stopnji okuženosti konoplja uspešno zatirala vrste iz tega 
rodu (Barron in sod., 2003). Zaradi pridelka suhe snovi in hitre rasti jo lahko uporabljamo 
tudi kot biogorivo. Uspešno raste na tleh, onesnaženih s težkimi kovinami, ki jih čisti in iz 
njih absorbira težke kovine, zato jo lahko uporabljamo tudi za fitoremediacijo (Angelova 
in sod., 2004). 
2.1.2 Poimenovanje 
Po navedbah mnogih avtorjev naj bi navadna konoplja spadala v eno botanično vrsto, ki pa 
jo sestavlja več podvrst. Small in Cronquist (1976) sta opredelila navadno konopljo kot eno 
botanično vrsto (Cannabis sativa L.), ki je razdeljena na dve podvrsti in štiri tipe. Bistvena 
razlika na podlagi katere sta ločila podvrsti, je vsebnost psihoaktivne snovi Δ9-THC (delta-
9-tetrahidrokanabinol), tipe pa sta razdelila na udomačen in divji tip. Prva podvrsta je C. 
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sativa ssp. sativa, ki ima nizko vsebnost Δ9-THC in se uporablja predvsem v industrijske 
namene, zato jo nekateri avtorji imenujejo tudi industrijska konoplja. Druga podvrsta je C. 
sativa ssp. indica , ki ima višjo vsebnost Δ9-THC in se jo prideluje predvsem za 
terapevtske namene, mnogi avtorji jo imenujejo medicinska konoplja. Obe podvrsti 
sestavljata dva tipa, in sicer udomačen in divji. Po tej opredelitvi ločimo konopljo z nizko 
vsebnostjo Δ9-THC udomačenega tipa C. sativa ssp. sativa var. sativa, konopljo z nizko 
vsebnostjo Δ9-THC  divjega tipa pa C. sativa ssp. sativa var. spontanea, ter konopljo z 
visoko vsebnostjo Δ9-THC udomačenega tipa C. sativa ssp. indica var. indica in konopljo 
z visoko vsebnostjo Δ9-THC divjega tipa C. sativa ssp. indica var. kafiristanica (Small in 
Crnoquist, 1976). 
2.1.3 Industrijska konoplja 
V botanično vrsto Cannabis sativa L. spadata tako industrijska kot medicinska konoplja. 
Zaradi njune morfološke podobnosti ju razlikujemo na podlagi različnega kemotipa 
oziroma vsebnosti psihoaktivne snovi Δ9-THC. Aizpurua-Olaizola in sod. (2016) so 
navadno konopljo razdelili v pet skupin glede na kemotip. Industrijska konoplja glede na 
njihovo opredelitev spada v tretjo, četrto in peto kemotipsko skupino. Kemotip III 
predstavljajo rastline, ki imajo visoko vsebnost CBD (kanabidiol) in nizko vsebnost THC 
(razmerje THC/CBD < 1,0). Kemotip IV predstavljajo rastline industrijske konoplje, v 
katerih prevladuje kanabigerol (CBG). Kemotip V predstavljajo rastline, ki so skoraj brez 
kanabinoidov. Za razmerje oziroma vsebnost THC in CBD sta odgovorna kodominantna 
alela BT in BD na lokusu B (de Meijer in sod., 2009). V državah Evropske unije je 
maksimalna dovoljena vsebnost THC, ki jo lahko ima industrijska konoplja, 0,2 % v suhi 
snovi socvetja ženske rastline, v ZDA in Kanadi pa je ta meja 0,3%. Industrijska konoplja 
(Slika 1A) se prideluje predvsem zaradi visoke vsebnosti vlaken, semen, olja in CBD 
(Small in Narraine, 2016). 
 
   
Slika 1: (A) Rastline industrijske konoplje dvodomne sorte Finola (osebni arhiv), (B) rastlina medicinske 
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2.1.4 Medicinska konoplja 
Medicinska konoplja (Slika 1B) se prideluje predvsem zaradi visoke vsebnosti Δ9-THC in 
drugih kanabinoidov (Faeti in sod. 1996). Medicinska konoplja je že v preteklosti veljala 
za rastlino, ki se je uporabljala za terapevtske namene. Vršičke ženskih rastlin so 
uporabljali za zdravljenje mišičnih krčev, migren, revmatizma, nespečnosti, lajšanja 
bolečin, depresije, motenj hranjenja, psihoz in za preprečevanje epileptičnih napadov 
(Case, 2005). Žleze, v katerih se nahajajo željene snovi za terapevtske namene kot so 
kanabinoidi, terpeni in voski, so sekretorne epidermalne žleze imenovane trihomi ali 
dlačice. Poznamo različne oblike trihomov. Delimo jih na trihome z dolgim pecljem, 
trihome s kratkim pecljem in trihome brez peclja. Ključni del trihomov predstavljajo bolj 
ali manj okrogle glave (Small, 2015). V notranjosti glav trihomov se nahajajo tako 
imenovane »diskaste celice« nad katerimi je necelična votlina, v katero se izloča smola, ki 
oblikuje glavo trihoma v okrogel omot (McPartland 1997). Glede na kemotip so Aizpurua-
Olaizola in sod. (2016) medicinsko konopljo uvrstili v kemotip I, ki zajema rastline z 
visoko koncentracjo THC in nizko koncentracijo CBD (razmerje THC/CBD > 1). V 
kemotip II pa spadajo rastline medicinske konoplje, ki imajo vmesno stopnjo vsebnosti 
glavnih dveh kanabinoidov (razmerje THC/CBD 0,5 do 2,0). 
2.2 SPOL PRI NAVADNI KONOPLJI 
Navadna konoplja je dvodomna rastlina, kar pomeni, da se moška socvetja pojavljajo 
ločeno na moških rastlinah (Slika 2), ženska pa na ženskih rastlinah (Slika 3). Na ženski 
rastlini se oblikuje klasasto socvetje, na moški rastlini pa latasto socvetje. Poznamo tudi 
enodomne rastline, ki so rezultat odbire in žlahtnjenja. Na teh imamo prisotna moška in 
ženska socvetja na isti rastlini. Enodomne sorte so zaželjene predvsem pri pridelavi za 
seme (Divashuk in sod., 2014).  
Konoplja ima diploidni genom (2n=20). Kariotip sestavlja 9 parov avtosomnih in en par 
spolnih kromosomov. Spol rastline določata spolna kromosoma X in Y, kakor pri ljudeh 
(Divashuk in sod., 2014). Moški spol rastline je izražen s heterogametnima kromosomoma 
XY, ženski pa z homogametnima kromosomoma XX. Prav tako je pri enodomnih oziroma 
hermafroditnih rastlinah spol izražen s homogametnima kromosomoma XX (Razumova in 
sod., 2015). Ugotovili so, da sta obsega genoma pri moških in ženskih dvodomnih rastlinah 
različna. Enodomne rastline imajo enako velikost genoma kot dvodomne ženske rastline in 
veliko manjši genom kot dvodomne moške rastline (Divashuk in sod., 2014). 
 
6 
Slapnik M. Določanje spola pri navadni konoplji s pomočjo … markerjev in vplivanje na njegovo izražanje. 




Slika 2: Moško latasto socvetje industrijske konoplje, dvodomne sorte Finola. 
 
Spol večine dvodomnih rastlin je mogoče določiti šele ko pričnejo cveteti.  Pomembnost 
ločevanja dvodomnih rastlin na moške in ženske v zgodnjih fazah razvoja mladih sadik je 
predvsem v tem, da spol pri dvodomnih rastlinah vpliva na gospodarsko vrednost, shemo 
žlahtnjenja (Parker in Clark, 1991). Spol rastlin lahko določimo glede na morfološke, 
biokemične in genetske razlike.  Metode, ki temeljijo na morfoloških in biokemičnih 
razlikah med rastlinami so zaradi vpliva ekoloških dejavnikov, razvojnega stadija rastline, 
zdravstvenega stanja in načina pridelave otežene. Iz tega razloga so se razvile metode, s 
katerimi lahko ugotovimo oziroma analiziramo razlike med rastlinami na nivoju genoma 
(Štajner, 2010). Potrebe po določanju spola pri mladih rastlinah so sprožile vrsto 
molekulskih raziskav DNA markerjev, ki bi jih lahko uporabljali v ta namen. 
 
Slika 3: Žensko klasasto socvetje industrijske konoplje, dvodomne sorte Finola. 
 
2.2.1 Enodomna konoplja 
Pri konoplji so se genetsko enodomne rastline (Slika 4) verjetno razvile iz naravne 
mutacije, ki je bila nato izbrana za uporabo pri žlahtnjenju rastlin. Rastline so tvorile 
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hermafroditne cvetove ali obojespolna socvetja (Moliterni in sod., 2004). Konoplja je 
naravno dvodomna rastlina, vendar pa je mogoče v vsaki populaciji dvodomnih rastlin 
najti zelo majhen delež enodomnih rastlin (delež je ocenjen na eno enodomno rastlino na 
tisoč do milijon dvodomnih rastlin). Do prepoznave pojava enodomnosti je prišlo med 
obema svetovnima vojnama, ko je nemški raziskovalec Bredeman prvi opazil rastline, ki 
imajo tako ženske kot moške cvetove (Berenji in sod., 2013). Enodomne sortr imajo v 
primerjavi z dvodomnimi nekaj agronomskih prednosti kot so večji pridelek semen, večja 
homogenost rastlin in lažja žetev zaradi doseganja uniformne zrelosti (Faux in sod., 2014). 
Težava enodomnih sort pa je fenotipsko nestabilno izražanje spola, pri čemer je potrebno 
iz semenskih posevkov odstranjevati moške rastline, da sorta ne bi ponovno postala 
dvodomna. Na fenotipsko izražanje spola vplivajo okoljski dejavniki, kot so hormonska 
tretiranja, fotoperioda in prisotnost (vsebnost) dušika (Freeman in sod., 1980). Vsaka 
enodomna sorta bi se brez odstranjevanja moških rastlin pri pridelavi semenskega 
materiala sčasoma povrnila v dvodomno stanje (Berenji in sod., 2013). 
Faux in sod., (2014) so ugotovili, da se izražanje spola pri enodomni konoplji kvantitativno 
spreminja glede na sorto. To so pokazali na podlagi številske lestvice za enodomnost, s 
pomočjo katere so ocenjevali enodomnost različnih sort. Poleg tega so ugotovili, da se 
obseg genoma enodomnih rastlin ne razlikuje bistveno od obsega genoma dvodomnih 
ženskih rastlin, a je manjši od genoma dvodomnih moških rastlin. Dokazali so tudi, da 
marker MADC2 (moško določena DNA iz Cannabis sativa)  ni prisoten v enodomnih 
rastlinah, kar je potrdilo domneve, da imajo enodomne rastline XX strukturo spolnih 
kromosomov in da enodomnost izvira iz genetskega ozadja rastlin. Enodomnost je bila 
dokazana kot recesivna lastnost (Razumova in sod., 2015). 
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2.2.2 Morfološke in anatomske razlike med spoloma 
Spolni dimorfizem konoplje (Slika 5) vpliva na morfološkim dimorfizem, ki je razviden 
šele v kasnejših razvojnih stopnjah oziroma šele, ko rastline pričnejo cveteti. V zgodnjih 
fazah razvoja so fenotipske razlike med spoloma neopazne. Edina razlika, ki jo lahko 
opazimo tik pred začetkom cvetenja sta bela pestiča, ki izraščata iz zasnov za cvetove pri 
ženskih rastlinah, ki ju pri moških rastlinah ne opazimo. V nadaljnjem razvoju lahko 
opazimo, da imajo  moške rastline drugačno socvetje, na splošno pa so višje kot ženske, 
niso tako razvejane, imajo krajši življenski cikel in so manj olistane (Truta in sod., 2007). 
Dimorfizem se kaže tudi na anatomski ravni na primer dokazala razlike v palisadnem 
tkivu, številu listnih rež, porazdelitvi trihomov, itd (Truta in sod., 2007). 
Ko rastline preidejo v fazo cvetenja, so morfološke razlike socvetij očitne. Ženske rastline 
tvorijo klasasto socvetje (slika 3) medtem ko moške rastline tvorijo latasto socvetje (Slika 
2). Moška socvetja so sestavljena iz posameznih latov, ki so lahko razvejani. Večino latov 
je brez listov in ima spremenljivo število cvetov. Cvetno odevalo je sestavljeno iz petih 
ovršnih listov, ki obdajajo pet pecljatih prašnikov (Ram in Nath, 1964). 
Klasasto žensko socvetje se tvori na vrhu rastline, na osi listov ali stranskih vej. Žensko 
socvetje ima enostavno zgradbo, sestavljeno je iz enodelnega cvetnega odevala, ki vsebuje 
pestič z dvobrazdno plodnico (Ram in Nath, 1964). 
 
 
Slika 5: (A) cvetoča moška rastlina, (B) cvetoča ženska rastlina, (C) moško socvetje, (D) seme obdano s 
cvetnim odevalom, (E) pogled na širok ploski del semena,  (F) pogled na ozek del semena , (G) pestič z 
ovarijem in dvema brazdama , (H) pestič obdan s cvetnim odevalom (Small, 2015). 
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2.2.3 Biokemične razlike med spoloma 
Truta in sod. (2002) so analizirali biokemične razlike glede na spol rastlin. Opazili so 
razlike glede na vsebnost encimov, topnih proteinov, flavonoidov, polisaharidov in 
polifenolov. Do razlik med naštetmi snovmi ni prihajalo le med spoloma, temveč tudi med 
vzorčenimi deli rastline. V raziskavi so potrdili domnevo o različni vsebnosti izo-
peroksidaze in izoesteraze glede na fenotipsko določen spol. Na podlagi zimografije (Slika 
6) so ugotovili, da je vsebnost obeh encimov višja v moških rastlinah. Encim peroksidaza 
ima dvojno funkcijo v razvoju rastlin, saj sodeluje kot katalizator pri oksidaciji substratov 
in v avksinskem katabolizmu (Legrand in Bouza, 1991). Preko avksinskega katabolizma 
peroksidaza regulira ravnovesje endogenih hormonov. Peroksidaza je encim iz skupine 
oksidoreduktaz. Katalizira reakcijo oksidacije, pri čemer se reducira vodikov ali organski 
peroksid. Ženske rastline so vsebovale štiri, moške pa deset različic izoperoksidaz. V 
konoplji kakor tudi v drugih dvodomnih ali enodomnih rastlinah, imajo giberelini, avksini, 
etilen in citokinini ključno vlogo pri izražanju genov (Truta in sod., 2002). Zaradi vpliva 
na vsebnost indol-3-ocetne kisline IAA ima peroksidaza indirektno vlogo pri mehanizmu 
izražanja spola pri konoplji. Konoplja je namreč ena izmed vrst, v kateri visoka raven IAA 
povzroča izražanje fenotipsko ženskega spola (Truta in sod., 2002). Izoesteraze so 
hidrolaze, ki katalizirajo reakcijo razpada estra v kislino in alkohol. Pri ženskih rastlinah so 
odkrili osem izoesteraz,  pri moških pa enajst. Razlike, do katerih prihaja med spoloma 
glede izoesteraz in izoperoksidaz, razkrivajo nekatere razlike na nivoju metabolizma. 
Peroksidaza se nahaja v citosolu in celični steni v različnih izoencimskih oblikah. V 
splošnem je znano, da kisle peroksidaze (še posebej tiste, ki se nahajajo v celični steni) 
sodelujejo pri biosintezi lignina medtem ko ostale (tiste, ki se nahajajo v citoplazmi in 
vakuoli) z dekarboksilacijo sodelujejo pri katabolizmu IAA. Pri obeh spolih se pomnožki 
izoperoksidaz nahajajov območju kislega pH. Aktivnost katalaz je manjša pri ženskih 
rastlinah in večja pri moških rastlinah (Truta in sod., 2002). 
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Slika 6: Zimogrami izoesteraz (A) in izoperoksidaz (B) pri ženskih (1) in moških (2) rastlinah. (prirejeno po 
Truta in sod., 2002). 
 
2.2.4 Genetske razlike med spoloma 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) ima zelo zapleteno gensko strukturo izražanja in 
dedovanja spola. Za določanje spola je bilo predlaganih veliko modelov. Splošno sprejet 
model razlaga da spol rastline določata spolna kromosoma X in Y, kakor pri ljudeh 
(Divashuk in sod., 2014). Moški spol rastline je izražen s heterogametnima kromosomoma 
XY, ženski pa s homogametnima kromosomoma XX. Prav tako je pri enodomnih oziroma 
hermafroditnih rastlinah spol izražen s homogametnima kromosomoma XX (Razumova in 
sod., 2015). Vendar ta model ne velja za vse rastline. Ugotovili so, da posamezne rastline z 
XXY in XXXY strukturo spolnih kromosomov predstavljajo ženske rastline (Truta, 2007). 
Na temo določanja genetskega spola konoplje je bilo veliko različnih pogledov in 
ugotovitev. Dejstvo je, da je kljub splošno sprejetemu heterogametnemu značaju moškega 
spola izražanje ostalih spolnih oblik neznano. Grant in sod. (1994) so ugotovili, da 
izražanje spola pri navadni konoplji določa mehanizem ravnotežja med spolnim 
kromosomom X in avtosomi in neaktivni mehanizem Y kromosoma. Mehanizem 
ravnotežja med spolnim kromosomom X in avtosomi je zelo občutljiv na okoljske 
dejavnike, kar bi lahko pojasnilo izražanje spola pri enodomnih rastlinah (Westergaard, 
1958). Frankel in Galun (1977) sta potrdila, da moški spol določata XY kromosoma, pri 
ženskah in enodomnih rastlinah pa XX kromosoma. Poleg tega sta ugotovila, da obstaja še 
alel Xm, ki določa pojav moških cvetov na ženskih socvetjih. Ženske rastline, ki imajo 
X/Xm, tvorijo žensko socvetje, kjer se ne tvorijo striktno samo ženski cvetovi. Odvisno od 
genetskih in okoljskih dejavnikov te rastline težijo k maskulinizaciji. Poimenovali so jih 
»subginoecične« rastline (angl. subgynoecious). Rastline z Xm/Xm genotip, bodo tvorile 
ženska socvetja, vendar so to genetsko moške rastline. Na podlagi več raziskav poliploidov 
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so ugotovili, da se geni za maskulinizacijo nahajajo na avtosomnih kromosomih, njihovo 
izražanje pa uravnava X kromosom. Na podlagi analiziranih hipotez in argumentov 
številnih avtorjev so Truta in sod. (2007) vzpostavili naslednje modele: 
- genotipa moške rastline z moškimi socvetji sta lahko X/Y in Xm/Y, 
- moške rastline z ženskimi socvetji imajo genotip Xm/Xm, 
- variabilni fenotipi ženskih rastlin in enodomne rastline z ženskimi socvetji imajo 
genotip Xm/X, 
- ženske rastline z ženskimi socvetji imajo genotip X/X. 
2.2.5 Vpliv epigenetskih faktorjev na izražanje spola konoplje 
Izražanje spola cvetov nadzorujejo tako genetski kot tudi epigenetski dejavniki.  Pod 
epigenetske dejavnike prištevamo na primer okoljske dejavnike, fitohormone, itd. (Manoj 
in sod., 2005). Veliko avtorjev poudarja, da je izražanje spola pogojeno z okoljskimi 
dejavniki. Eden izmed dejavnikov je fotoperioda, ki ima lahko maskulinizirajoč ali 
feminizirajoč učinek.  Pri navadni konoplji sta dolg dan in visoke temperature v prid 
izražanju moškega spola, kratek dan ter nižje temperature pa v prid fenotipskemu izražanju 
ženskega spola.  Fotoperioda in temperatura vplivata na izražanje spola z delovanjem na 
vsebnost endogenih hormonov. Okoljski dejavniki so zelo pomembni, saj lahko v rastlinah 
izzovejo izražanje fenotipskih lastnosti, ki otežujejo določevanja razmerja med spoloma 
(Truta in sod., 2007). Študije so potrdile, da endogeni hormoni vplivajo na izražanje spola, 
ki je genetsko določen, nanje pa se da vplivati z rastnimi regulatorji, še posebej pri 
polimorfnih rastlinah kot je navadna konoplja. Giberelini, avksini, etilen in citokinini 
vplivajo na izražanje spola pri enodomnih in dvodomnih rastlinah. Dokazali so, da lahko s 
kemičnim tretiranjem vplivamo na razmerje endogenih hormonov in s tem na izražanje 
spola. Do sprememb izražanja spola pride samo na fenotipskem nivoju (Truta in sod., 
2007). 
2.2.5.1 Vpliv rastnih regulatorjev na izražanje spola 
Truta in sod. (2007) so ugotovili, da imajo avksini, etilen in citokinini feminizirajoče 
učinke na rastline navadne konoplje, medtem ko imajo giberelini učinek maskulinizacije. 
Avksini imajo vlogo induktorja ali efektorja genov, ki imajo neposreden nadzor nad 
sintezo specifičnih snovi (predvsem etilena), ki povzročijo diferenciacijo spolnih organov. 
V tem mehanizmu domnevajo, da imajo giberelini vlogo korepresorja. Sposobnost 
različnega izražanja spola glede na različna hormonska tretiranja pripisujejo bipotentni 
lastnosti zasnov za cvetove. Predvidevajo, da geni, ki regulirajo izražanje spola, izvajajo to 
preko mehanizma signalne transdukcije, ki spreminja ravni endogenih hormonov. Tako so 
na primer pri dvodomnih rastlinah navadne konoplje ugotovili, da ženske rastline vsebujejo 
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do tridesetkrat več avksinov kot moške rastline. V moških vegetativnih in generativnih 
delih rastlin pa so odkrili višjo vsebnost giberelinov (Truta in sod., 2007). 
V nekaterih genotipih navadne konoplje je mogoče delno ali v celoti vplivati na izražanje 
spola. Ram in Sett (1982) sta ugotovila, da je možno z različnimi kemikalijami vplivati na 
izražanje nasprotnega spola v rastlinah, ki so že dodobra spolno razvite. Snovi, ki 
inhibirajo biosintezo ali aktivnost etilena kot so srebrov tiosulfat, kobaldov klorid, 
giberelinska kislina (GA3) ali srebrov nitrat imajo učinek maskulinizacije medtem ko 
imajo prekurzorji in aktivatorji biosinteze etilena kot sta ethephon in indol-3-ocetna kislina 
feminizirajoče učinke.  
Galoch (1978) je dokazal podoben učinek na izražanje spola pri aplikaciji avksinov v 
obliki indol-3-ocetne kisline in ethrela (spojine, ki sprošča etilen) v konoplji. Obe spojini 
povzročata izražanje ženskega spola. Učinkek feminizacje je Galoch (1978) razlagal na 
podlagi že opravljenih raziskav. V veliko fizioloških procesih je vloga avksinov 
povečevanje tvorbe etilena v rastlinskem tkivu. Glede na navedeno sledi sklep, da avksini 
pripomorejo k feminizaciji zaradi vpliva na povečano tvorbo etilena (Galoch, 1978). 
Ram in Sett (1979) sta dokazala, da z aplikacijo kobaltovega klorida in giberelinske kisline 
(GA3) na apikalni vršiček ženskih rastlin konoplje izzovemo tvorbo moških cvetov. 
Kobaltov klorid se je izkazal za bolj učinkovito spojino, saj je izzval tvorbo moški cvetov 
na vseh analiziranih rastlinah, giberelinska kislina pa le na polovici analiziranih rastlin. 
Kobaltov klorid inhibira tvorbo etilena, saj preprečuje pretvorbo metionina v etilen. Za še 
bolj učinkoviti spojini sta se izkazala srebrov tiosulfat in srebrov nitrat, saj srebrov ion 
(Ag+) inhibira aktivnost etilena v rastlinskem tkivu (Sarath  in Ram, 1978). Slednje je 
dokazal tudi Bayer (1976) na podlagi trojnega odziva rastlin na uporabo srebrovega nitrata, 
v katerega je zajel zaostalo rast, zadebelitve stebla in horizontalno rast preučevanih rastlin, 
kar so znaki za pomanjkanje hormona etilena. 
2.2.5.2 Izražanje moškega spola pri dvodomnih ženskih rastlinah navadne konoplje z 
aplikacijo srebrovega tiosulfata in srebrovega nitrata 
Ram in Sett (1982) sta ugotovila večjo učinkovitost uporabe srebrovega tiosulfata na 
izražanje moških cvetov na dvodomnih ženskih rastlinah v primerjavi z uporabo 
srebrovega nitrata. Izvedla sta poizkus, v katerem sta pet dni zapored aplicirala na apikalni 
rastni vršiček dvodomnih ženskih rastlin navadne konoplje 10 µl srebrovega tiosulfata 
Ag(S2O3)2
-3 in srebrovega nitrata (AgNO3). Za vsako tretiranje sta izbrala deset rastlin, ki 
so bile v enaki fenološki fazi in približno enake velikosti. Aplicirala sta po 50, 100 in 150 
µg/rastlino AgNO3 in 25, 50 in 100 µg/rastlino Ag(S2O3)2
-3. Opazila sta, da so se pojavljala 
spremenjena socvetja od prve do osme lateralne veje od spodaj navzgor. Apikalni vršiček, 
na katerega sta nanašala tretiranja, se je v vseh primerih obarval črno in se posušil. Za 
najučinkovitejše tretiranje se je izkazala aplikacija 100 µg/rastlino Ag(S2O3)2
-3, saj je na 
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rastlinah nastalo največ moških cvetov, ki so tvorili fertilen pelod za nadaljnje opraševanje 
in pridobivanje semen (Ram in Sett, 1982). 
2.3 MARKERJI 
2.3.1 Opredelitev markerjev 
Molekulski marker ali DNA marker je zaporedje DNK, ki se pojavi vsaj v dveh različnih 
verzijah in jih je enostavno razlikovati med sabo ter razkriva posamezne polimorfizme. 
Molekulski markerji morajo zagotavljati informativnost in povezanost s pomembnimi 
lastnostmi (npr. agronomskimi) (Karp in sod., 1997) Optimalen marker mora zajemati 
najširši razpon variabilnosti analizirane lastnosti, nanj ne smejo vplivati okoljski dejavniki, 
marker mora biti enostavno odkriti in zagotavljati mora ponovljivost rezultatov (Mendel in 
sod., 2016). Z molekulskimi markerji lahko analiziramo razlike med posameznimi 
rastlinami ne glede na razvojni stadij (Sztuba-Solinska, 2005), kar je še posebej uporabno 
za določanje spola rastlin že v času vegetativnega razvoja. Nekateri raziskovalci so 
predlagali, da naj bi bili učinkoviti markerji za rastline relativno kratki, saj bi jih lahko 
uporabljali tudi v herbarijskih vzorcih s poškodovano DNA. Krajše sekvence namreč 
povečajo verjetnost uspešne amplifikacije (Korpelainen in sod., 2008). 
Poznamo več vrst molekulskih markerjev (Spooner in sod., 2005): 
- RFLP (angl. restriction fragment length polymorphism) ali polimorfizem dolžin 
restrikcijskih fragmentov je bil prvi razviti markerski sistem, ki je omogočil odkrivanje 
polimorfizma na nivoju DNA; 
- RAPD (angl. random amplification of polymorpic DNA) ali naključno namnožena 
polimorfna DNA; 
- AFLP (angl. amplified fragment length polymorphism) ali dolžinski polimorfizem 
namnoženih fragmentov; 
- SSR (angl. simple sequence repeat) ali enostavne ponovljajoče se sekvence 
(mikrosateliti);  
- SNP (angl. singel nucleotide polymorphism) ali polimorfizem posameznih nukleotidov; 
- SCAR (angl. simple sequence repeat) ali s sekvenco okarakterizirana pomnožena regija. 
 
2.3.2 Razvoj markerjev 
Kot že omenjeno so metode, ki temeljijo na morfoloških razlikah med sortami zaradi 
vpliva ekoloških dejavnikov, razvojnega stadija rastline, zdravstvenega stanja in načina 
pridelave otežene. Iz tega vidika so se razvile metode, s katerimi lahko ugotovimo oziroma 
analiziramo razlike med rastlinami na nivoju genoma. Pri tej identifikaciji je bistveno to, 
da nanjo našteti dejavniki ne vplivajo (Štajner, 2010). 
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Prva tovrstna razvita metoda deluje na podlagi izoencimskih markerjev. Sledile so analize 
na nivoju DNA. Prvi markerski sistem, ki je bil razvit za odkrivanje polimorfizma na 
nivoju DNA, je bil sistem RFLP. Metoda temelji na razrezu DNA s specifičnimi 
restrikcijskimi encimi, ki nam omogočajo pridobivanje različno dolgih specifičnih 
fragmentov DNA (Faeti in sod., 1996). Slabosti te metode so predvsem v tem, da je 
metoda zamudna in draga. Zato se je kmalu razvila tehnika, ki je veliko bolj enostavna in 
poceni, in sicer tehnika RAPD. Pri slednji gre za namnoževanje naključnih fragmentov 
DNA, ki so neznani, pri tem pa uporabljamo začetne oligonukleotide s poljubnim 
nukleotidnim zaporedjem. Uporablja se verižna reakcija s polimerazo (PCR) (Mandolino 
in sod., 1999). Ključen problem te metode je bil predvsem v neponovljivosti rezultatov na 
različnih vzorcih in v zahtevni standardizaciji. Tako so iz RAPD markerjev razvili SCAR 
markerje, ki predstavljajo tip enolokusnega (kodominantnega) markerja (Mandolino in 
sod., 1999) . Sledil je še razvoj mikrosatelitskih markerjev (SSR) oz. markerjev enostavnih 
ponovljivih sekvenc) ter SNP markerjev (Gilmore in Peakall, 2003) in drugih. 
RAPD marker predstavlja  naključno pomnožene DNA fragmente, ki se jih identificira s 
PCR namnoževanjem in kasnejšim ločevanjem glede na njihovo dolžino. Standardna 
tehnologija  uporablja kratke sintetične oligonukleotide dolžine 10 bp, kot začetne 
oligonukleotide za pomnoževanje naključnih sekvenc genomske DNA pri nizkih 
temperaturah prileganja začetnih oligonukleotidov. 
SCAR marker predstavlja DNA fragment določenega lokusa v genomu, ki se identificira s 
PCR namnoževanjem s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi. Pridobivanje SCAR 
markerjev temelji na določitvi nukleotidnih zaporedij specifičnih RAPD ali AFLP 
pomnožkov, ki predstavljajo osnovo za izdelavo začetnih oligonukleotidov SCAR 
markerja. Bistvene prednosti SCAR markerjev so predvsem v namnoževanju samo enega 
lokusa, manjši občutljivosti na reakcijske pogoje pri PCR namnoževanju, hitrosti in 
enostavnosti analize (Agarwal in sod., 2008). 
 
2.3.3 Razvoj in uporaba markerjev za določevanje spola pri navadni konoplji 
(Cannabis sativa L.) 
Prvi, ki so začeli razvijati markerje za določanje variabilnosti med različnimi sortami 
navadne konoplje, so bili Faeti in sod. (1996). Naključno namnožene polimorfne sekvence 
DNA so pridobili iz 13 sort konoplje. Okoli 200 pomnožkov različnih dolžin, ki jih je 
tvorilo 10 parov začetnih oligonukleotidov, so nato uporabili za oceno variabilnosti med 
različnimi genotipi konoplje. Glede na primerjave z izvornimi predniki kultivarjev so 
ugotovili razlike med sortami in potrdili domneve, da RAPD markerji predstavljajo močno 
orodje za raziskave genetske variabilnosti sort navadne konoplje. 
Na podlagi opisane raziskave (Faeti in sod., 1996) je sledil razvoj 390 baznih parov 
dolgega SCAR markerja imenovanega MADC2, ki so ga Mandolino in sod. (1999) razvili 
iz 400 baznih parov dolgega RAPD markerja. Odkrili so DNA zaporedje, ki je bilo v 
15 
Slapnik M. Določanje spola pri navadni konoplji s pomočjo … markerjev in vplivanje na njegovo izražanje. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
 
povezavi z moškim spolom pri dvodomnih sortah navadne konoplje. Začetni 
oligonukleotid OPA8 je tvoril niz pomnožkov, katerih večina je bila polimorfnih med 
posameznimi testiranimi rastlinami. Eden izmed pomnožkov, imenovan OPA8400, je bil 
prisoten v moških in odsoten v ženskih rastlinah. Le v treh od 167 primerov se je pojavil 
tudi v ženskih rastlinah. Pri moških rastlinah je bil pomnožek vedno prisoten. V 
enodomnih rastlinah pomnožka ni bilo. To nukleotidno zaporedje so poimenovali marker 
MADC2 (angl. Male-Associated DNA from Cannabis sativa) ali z moškim spolom 
povezana DNA iz konoplje. RAPD marker so nato sekvencirali in na podlagi tega razvili 
specifične začetne oligonukleotide. Iz tega je nastal specifični marker oziroma SCAR 
marker dolžine 390 baznih parov za določanje moškega spola pri dvodomnih in enodomnih 
rastlinah konoplje (Mandolino in sod., 1999). 
Tӧrjék in sod. (2002) so preizkusili dekamerne RAPD začetne oligonukleotide na 
dvodomnih in enodomnih rastlinah navadne konoplje (Cannabis sativa L.), da bi odkrili 
spolno specifične molekulske markerje. Markerje so uporabili na vzorcih F2 generacije, ki 
so jo pridobili s križanjem F1 generacije, pri čemer so ženske rastline dvodomne sorte 
Fleischmann (Flajsmanova konoplja) križali z enodomnimi rastlinami sorte Fibrimon, ki so 
bile donor peloda. Najprej so iz vzorcev F1 in v nadaljevanju F2 izolirali DNA in nato 
izvedli PCR reakcijo s pomočjo dvajsetih dekamernih začetnih oligonukleotidov. Od teh so 
bili štirje  vezani na ženski spol, šestnajst pa jih je bilo vezanih na moški spol. Uspelo jim 
je ločiti moške in ženske rastline s pomočjo začetnih oligonukleotidov OPD05 in UBC354, 
pri katerih so dobili pomnožke samo pri moških rastlinah. Z začetnim oligonukleotidom 
OPD05 so dobili pomnožke dolžine 961 bp, za začetni oligonukleotid UBC354 pa 
pomnožke dolžine 151 bp. Očiščene pomnožke DNA so klonirali s pomočjo vektorja 
pCRR2.1. Da bi dokazali ponovljivost razlik med moškimi in ženskimi rastlinami, so 
izvedli poizkus na štirih do sedmih rastlinah  za oba spola. Z rezultati so potrdili uspešnost 
markerjev, saj so pri vseh moških rastlinah dobili želene pomnožke, pri ženskih pa ne.  
Testirane rastline so preverili še z markejem SCAR390 (Mandolino in sod., 1999). RAPD 
markerja so poimenovali MADC5 (OPD05961) in MADC6 (UBC354151) (Male-Associated 
DNA from Cannabis sativa). S pomočjo kloniranja in sekvenciranja so ju pretvorili v 
SCAR markerja (SCAR323 – MADC5 in SCAR119-MADC6). Specifična začetna 
oligonukleotida sta tvorila enojni pomnožek DNA v obeh primerih pri vseh moških 
testiranih rastlinah. Nekaj pomnožkov so opazili tudi pri ženskih rastlinah,  a je bila 
intenziteta pomnožkov zelo nizka. Slednje bi lahko pojasnilo zakaj se tvorijo moški 
cvetovi na ženskih rastlinah pod ekstremnimi pogoji (Clarke, 1997). V nadaljevanju so 
markerja preizkusili še na generaciji F2. Ugotovili so, da sta markerja vezana na Y 
kromosom. Samo pri dveh moških rastlinah se markerja nista pomnožila. 
Techen in sod. (2010) so s pomočjo SCAR markerjev določili spol ženskim rastlinam  v 
zgodnji razvojni fazi pri štirih različnih sortah medicinske konoplje (Terbag W1, Terbag 
K2 in Terbag MX) in eni sorti industrijske konoplje (Terbag Fedora A7). Gojili so jih v 
kontroliranih pogojih, rastline pa so vzgojili iz semen. Poskus, pri katerem so uporabili 
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MADC2, da bi odkrili spol rastlin konoplje, je bil uspešen. Pridobili so pomnožke dolžine 
450 bp za ženske rastline in 300 bp za moške rastline. Po tem, ko so nabrali vzorce  za 
ekstrakcijo DNA, so rastline izpostavili fotoperiodi 12 ur svetlobe in 12 ur teme, pojav 
cvetov na rastlinah so primerjali z DNA analizami. DNA so izolirali s CTAB metodo. 
Molekulske analize so se skladale s pojavom moških in ženskih cvetov. S tem so 
vzpostavili hitro in zanesljivo tehniko določanja spola s pomočjo SCAR markerjev pri 
konoplji. Uporabili so štiri sorte industrijske konoplje Carmagnola, Kompolti hybrid TC, 
Uniko in Bialobrezskie in šest neznanih sort medicinske konoplje. 
Mendel in sod. (2016) so izvedli genetsko analizo spola rastlin konoplje, pri čemer so 
preizkusili učinkovitost molekulskih markerjev MADC2, SCAR119 in SCAR323 za 
določanje spola.  Rezultate genetske analize so primerjali s fenotiposko oceno spola pri 12 
različnih vzorcih navadne konoplje. Uporabili so po eno rastlino treh sort industrijske 
konoplje Carmagnola, Kompolti hybrid TC, Uniko, tri rastline sorte Bialobrezskie in šest 
neznanih sort medicinske konoplje. 
Pri uporabi MADC2 makerja so kot rezultat dobili 390 bp dolg pomnožek, ki je bil 
prisoten pri vseh fenotipsko določenih moških rastlinah. Ženske in enodomne rastline so 
imele prisotna dva pomnožka dolžine 560 in 870 bp, ne pa tudi fragmenta dolžine 390 bp. 
Rezultat se jim pri dveh vzorcih (sorti Carmagnola in Kompolti Hybrid TC) ni potrdil. 
Predstavili so dve hipotezi, ki predpostavljata, zakaj naj bi prišlo do nepričakovanih 
pomnožkov pri MADC2 markerju pri ženskih rastlinah. Prvič, MADC2 predstavlja 
nekodirajočo regijo genoma, kar so odkrili Mandolino in sod. (1999). Zanjo ni potrjeno, da 
predstavlja del genov za izražanje spola. Kot drugo pa bi lahko bil vzrok za neujemanje 
genetsko in fenotipsko določenega spola z MADC2 markerjem genetska rekombinacija 
med spolnim lokusom in markerjem, na kar so opozorili že Tӧrjék in sod. (2002). Mendel 
in sod. (2016) so testirali še dva SCAR markerja. Pri uporabi markerja SCAR119 so se 
rezultati genetsko določenega spola v celoti skladali s fenotipsko oceno spola. Pri markerju 
SCAR323 pa je prišlo do največ neujemanj, saj se je v treh primerih genetska določitev 
spola izkazala za neustrezno. V opisani raziskavi so avtorji uporabljali tudi rastne 
regulatorje z namenom vplivati na spol rastlin konoplje. Zato so sklepali, da bi lahko na 
prisotnost za moški spol značilnih pomnožkov v ženskih/enodomnih rastlinah kljub 
moškemu genomu imeli vpliv tudi okoljski dejavniki. 
Mendel in sod. (2016) so ugotovili, da se je kot najbolj zanesljiv pokazal marker 
SCAR119. Sledil je marker MADC2 z dvema odstopanjema in nato marker SCAR323, ki 
je imel tri odstopanja. S študijo so potrdili domnevo, da je izražanje spola pri konoplji 
kompleksen proces, za katerega so potrebne nadaljnje raziskave za razvoj zanesljivega 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 INDUKCIJA MOŠKIH CVETOV NA DVODOMNIH ŽENSKIH RASTLINAH 
3.1.1 Rastlinski material 
V poskusu sta bili uporabljeni dve žlahtniteljski liniji medicinske konoplje, in sicer MX-
CBD-11 in MX-CBD-707. Obe žlahtniteljski liniji medicinske konoplje smo pridobili od 
podjetja MGC Pharmaceuticals. Delo je bilo opravljeno v okviru znanstveno-raziskovalne 
naloge »Breeding medical cannabis (Cannabis sativa L.)« za podjetje MGC 
Pharmaceuticals (2017-2020, vodja: dr. Jana Murovec). Delo je bilo skladno z Zakonom o 
proizvodnji in prometu s prepovedanimi drogami (ZPPPD) opravljeno na podlagi in po 
navodilih Dovoljenja za proizvodnjo in posest konoplje v znanstveno-raziskovalne in učne 
namene št. 187-11/2016/7, ki ga je izdalo Ministrstvo za zdravje. 
 
3.1.2 Uporabljena tretiranja pri indukciji moških cvetov 
Za indukcijo moških cvetov na dvodomnih ženskih rastlinah smo uporabili dva regulatorja 
rasti v različnih koncentracijah in načinih aplikacije ter fiziološki ukrep rez, pri katerem 
smo rastline močno porezali. Skupno smo uporabili 8 tretiranj: 
 
1) Škropljenje z STS (neredčeno) 
2) Škropljenje z STS (30x redčeno) 
3) Aplikacija na vršiček: 50 µg STS 
4) Aplikacija na vršiček: 100 µg STS 
5) Aplikacija na vršiček: 150 µg STS 
6) Škropljenje z 0,01 % giberilinsko kislino (GA3) 
7)  Rez (Rastline smo porezali do višine dveh nodijev) 
8) Kontrola (netretirane in neporezane rastline) 
 
3.1.3   Priprava založnih raztopin rastnih regulatorjev za izvebo poskusa indukcija 
spola 
3.1.3.1  Priprava 0.,02 M srebrovega tiosulfata (STS) in 30X redčitve 
Za pripravo 500 ml založne raztopine srebrovega tiosulfata (STS) smo uporabili 400 ml 
raztopine 0,1 M AgNO3, ki smo jo pripravili tako, da smo raztopili 6,8 g AgNO3 v 400 ml 
bidestilirane vode in raztopini počasi dodali 100 ml raztopine 0,1 M Na2S2O3, ki smo jo 
pripravili tako, da smo v 100 ml bidestilirane vode raztopili 1,58 g Na2S2O3.  
  
Iz dobljene založne raztopine smo pripravili še tridesetkrat redčeno raztopino srebrovega 
tiosulfata (STS), ki smo jo pripravili tako, da smo vzeli 10 ml založne raztopine, 0,02 M 
STS in ji dodali 290 ml bidestilirane vode.  
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3.1.3.2 Priprava založnih raztopin srebrovega tiosulfata (STS) za aplikacijo vršičkov 
Pripravili smo tri založne raztopine STS v količini 1 ml za aplikacijo vršičkov rastlin. 
Raztopino s koncentracijo 1 µg/µl  STS, smo pripravili tako, da smo 152,4 µl založne 
raztopine 0,02 M STS dodali 847,6 µl bidestilirane vode. Raztopino s koncentracijo 2 
µg/µl, smo pripravili tako, da smo k 304,9 µl založne raztopine 0,02 M STS dodali 695,1 
µl bidestilirane vode. Raztopino s koncentracijo 3 µg/µl STS, smo pripravili tako, da smo k 
457,2 µl založne raztopine 0,02 M STS dodali 542,8 µl bidestilirane vode.  
 
3.1.3.3 Priprava založne raztopine giberelinske kisline (GA3) 
 
Za pripravo 500 ml založne raztopine z giberelinsko kislino (GA3) v koncentraciji 0,01 % 
smo raztopili 0,05 g GA3 v 500 ml bidestilirane vode.  
 
3.1.4 Pripava klonov medicinske konoplje 
Od podjetja MGC Pharmaceuticals smo pridobili semena medicinske konoplje, ki smo jih 
posejali ter rastline vzdrževali v rastlinjaku na pogojih za vegetativno rast, to je 18/6-urna 
svetloba/tema fotoperioda ter temperatura 25 do 35 °C ob 60-70 % vlagi. Za namene 
pridobitve rastlin za uporabo v poskusu indukcije moških cvetov smo iz matičnih rastlin 
pripravili klone. 
 
Klone smo pripravili iz stranskih poganjkov matičnih rastlin. Deset dni smo jih imeli v 
propagatorju na 80-85% vlage in 24-25°C. Po desetih dneh smo jih posadili v substrat 
Kekkila. Nato smo jih izpostavili fotoperiodi 18 ur svetlobe in 6 ur teme za vegetativno 
rast. Po enajstih dneh smo izvedli tretiranja, ter jih izpostavili fotoperiodi 12 ur svetlobe in 
12 ur teme, ki v rastlinah inducira začetek cvetenja.  
 
3.1.5 Izvedba indukcije moškega spola 
V poskus indukcije moškega spola na dvodomnih ženskih rastlinah je bilo vključenih 96 
rastlin žlahtniteljske linije MX-CBD-11 in 48 rastlin žlahtniteljske linije MX-CBD-707.  
 
Podtaknjenci rastlin, ki smo jih uporabili za poskus, so bili različno razviti (različna višina, 
razvejanost in olistanost). Razlog je predvsem v tem, da so se razlikovali že genotipi 
matičnih rastlin, iz katerih smo klone pridobili. Prav tako je na razvoj klona vpliva položaj 
poganjka, ki smo ga uporabili za pripravo klona. Zato smo rastline (klone) razdelili v šest 
skupin (od a do f) glede na morfološko razvitost. Najmanjše rastline so bile v skupini a, 
največje pa v skupini f. Nato smo sestavili skupine za uporabo posameznega tretiranja, 
tako da so eno skupino tvorile rastline od a do f, torej vseh velikostnih razredov. S tako 
razporeditvijo  smo hoteli čim bolj znižati variabilnost med uporabljenimi skupinami  
19 
Slapnik M. Določanje spola pri navadni konoplji s pomočjo … markerjev in vplivanje na njegovo izražanje. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
 
rastlin na način, da so si bile skupine rastlin, na katerih je bilo uporabljeno posamezno 
tretiranje, čim bolj podobne. V vsaki skupini, na kateri je bilo uporabljeno posamezno 
tretiranje, smo tako imeli 6 rastlin, ki so si bile različne po morfologiji oziroma velikosti. 
Zabeležili smo tudi posebnosti (npr. rastlina cveti, itd.). Ob začetku poskusa smo izmerili 
višino vsake rastline in prešteli število nodijev glavnega poganjka ter število stranskih 
poganjkov.  
 
Rastline iz prvega in drugega obravnavanja smo poškropili s STS (neredčenim in 30X 
redčenim) v taki količini, da je kapljalo iz listov (Slika 7.A). Rastline smo škropili izven 
rastne komore, v katero so bile prestavljene kasneje, ko se je STS na listih posušil. 
Tretiranje (škropljenje) smo izvedli enkrat. Pri tretiranju različnih količin STS na rastni 
vršiček rastlin (3., 4. in 5. tretiranje) (7.B) smo s pipeto nanašali 10 µl raztopine STS na 
rastni vršiček pet dni zapored do končne vrednosti 50, 100 ali 150 µg STS na rastlino. Pri 
tretiranju z giberelinsko kislino (6. tretiranje) smo rastline poškropili tako, da je kapljalo iz 
listov. Tretiranje smo izvajali pred komoro, v katero so bile rastline prestavljene, ko so se 
posušili listi. Rez (7. tretiranje) smo izvedli tako, da smo rastline odrezali do višine prvih 
dveh nodijev. Rastline iz osmega tretiranja so predstavljale kontrolo, zato na njih ni bilo 
izvedenega nikakršnega tretiranja. Poskus je potekal v dveh prostorih. Poskus z 48 
rastlinami žlahtniteljske linije MX-CBD-11 in 48 rastlinami žlahtniteljske linije MX-CBD-
707 je bil izveden v rastni komori fitotron. Poskus z 48 rastlinami žlahtniteljske linije MX-
CBD-11 pa je bil  izveden v rastni komori soba 5. Razlika med rastnima komora je v 
velikosti. Rastna komora soba 5 ima površino okoli 17 m2 , rastna komora fitotron pa okoli 
11 m2. V rastni komori soba 5 smo imeli rastline dvignjene na premičnih mizah, 
osvetljevalo jih je osem 600 w svetilk, povezanih v »cool-tube« sistem. V rastni komori 
fitotron smo imeli rastline na tleh, osvetljevale pa so jih štiri 600 w svetilke. Med 
izvajanjem tretiranj so bile rastline izpostavljene fotoperiodi 18 ur svetlobe in 6 ur teme pri 
temperaturi 24 do 26 °C. Po zaključenih tretiranjih smo rastline izpostavili fotoperiodi 12 
ur svetlobe in 12 ur teme pri temperaturi 24 do 26 °C. Fotoperioda 12 ur teme/12 ur 
svetlobe v rastlinah izzove pričetek cvetenja. 
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Slika 7: (A) Listi rastline tretirane z neredčenim STS, (B) Aplikacija 10 µl (50 µg/µl) STS na apikalni vršiček 
glavnega poganjka. 
3.1.6 Meritve odzivnih spremeljivk v poskusu indukcije spola 
Pri poskusu indukcije spola smo merili naslednje odzivne spremenljivke: 
1) Višina rastlin - izmerili smo višino rastlin pred uporabo različnih tretiranj in nato na 
koncu poskusa. 
2) Število nodijev - prešteli smo število nodijev pred uporabo različnih tretiranj in nato 
na koncu poskusa. 
3) Število socvetij - na koncu poskusa smo prešteli koliko socvetij (moških ali 
ženskih) se je tvorilo na vsaki rastlini. 
4) Število socvetij z moškimi cvetovi - na koncu poskusa smo med vsemi preštetimi 
cvetovi dololočili število socetij, kjer so se tvorili moški cvetovi. 
5) Število moških cvetov na koncu poskusa smo prešteli moške cvetove na vsaki 
rastlini. 
 
3.1.7 Statistična analiza 
Za statistično analizo smo uprobili program R (The R project…, 2018), pakete agricolae, 
lattice in RcmdrMisc.. Poskus smo analizirali kot dvofaktorski poskus, kjer smo v prvi 
faktor združili žlahtniteljsko linijo (2 žlahtniteljski liniji) in prostor (2 rastni komori), 
njegove vrednosti so: 11_fitotron, 11_soba5, 707_fitotron. Drugi faktor pa so predstavljala 
tretiranja, njegove vrednosti so GA3 (uporaba hormona giberilinske kisline), kontrola, 
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vrsicek50 (aplikacija 50 µg STS na vršiček), vrsicek100 (aplikacija 100 µg STS na 
vršiček) in vrsicek150 (aplikacija 150 µg STS na vršiček). Iz analize smo izključili 
tretiranje rez. Kombinacije vrednosti faktorja 1 (kombinacija linije in rastne komore) in 
faktorja 2 (tretiranje) predstavljajo obravnavanja, teh je skupno 21. Najprej smo za 
posamezno odzivno spremenljivko z Levene-ovim testom preverili enakost varianc po 
obravnavanjih. Če se variance niso statistično značilno razlikovale, smo uporabili model 
analize variance za dvofaktorsko zasnovo za slučajne skupine. Končno ustreznost modela 
smo preverjali z analizo ostankov. Pri določenih analizah se je pokazala potreba po uporabi 
transformacije odzivne spremenljivke (logaritem, kvadratni koren). Ugotavljali smo vpliv 
posameznega faktorja in njune interakcije na odzivno spremenljivko. Če vpliv interakcije 
ni bil statistično potrjen, smo razlike med povprečji za statistično značilne dejavnike 
preverili s Tukey-evim testom. V primeru potrjene interakcije smo s Tukey-evim testom 
preverjali razlike med obravnavanji. 
 
3.2  DOLOČANJE SPOLA PRI NAVADNI KONOPLJI Z UPORABO MOLEKULSKIH 
MARKERJEV 
3.2.1 Rastlinski material 
V poskusu je bilo uporabljenih šest sort industijske konoplje. Semena sorte Finola, 
Santhica 27 in USO 31 smo pridobili iz Kmetijskega inštituta Slovenjije, sorte Kitajska, 
Kompolti hibrid TC in Novosadska konoplja pa od prekmurksega pridelovalca navadne 
konoplje Dejana Rengea. Rastline so rasle v steklenjaku pri pogojih 16 ur svetlobe in 8 ur 
teme ter temperaturi 18 – 22 °C v cvetličnih lončkih v substratu Tonsubstrat (Klasmann, 
Nemčija). 
 
Finola je dvodomna zgodnja sorta, ki so jo razvili na Finskem. Žlahtnjena je bila z 
namenom večjega pridelka semen, saj je sorta nizka in prične s cvetenjem ne glede na 
dolžino dneva. Rastlina vsebuje visok delež CBD. Namenjena je predvsem za pridelavo 
semen za olje, uporablja pa se tudi za pridobivanje vlaken (Finola, 2018).  
 
Santhica 27 je sorta konoplje, ki so jo razvili v Franciji. Je enodomna sorta, primerna za 
pridelavo v oceanskem podnebju. Sorta ima srednje dolgo rastno dobo in doseže višino do 
250 cm. Vsebuje 1-1,5 % CBD. Namenjena je za pridobivanje vršičkov ter za pridelavo 
semen za olje (pridelek 0,8-1 t semen/ha) (Data sheet Shantica 27, 2018).  
 
USO 31 je enodomna sorta, ki je primerna za pridelavo v oceanskem podnebju. Sorta ima 
kratko rastno dobo (<125 dni) in doseže višino do 250 cm. Vsebuje 0,5 – 1% CBD. 
Namenjena je za pridobivanje semen (pridelek 0,8 – 1 t semen/ha), ki vsebujejo 28-30 % 
olja (Data sheet USO 31, 2018). 
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'Kitajska' je dvodomna sorta konoplje, ki je ni na sortni listi, pridelujejo pa jo predvsem na 
Madžarskem. 
 
'Kompolti hibrid TC' je sorta konoplje, ki so jo razvili na Madžarskem. Je dvodomna sorta, 
ki je primerna za pridelavo v celinskem podnebju. Sorta ima dolgo rastno dobo (160 dni) in 
doseže višino do 350 cm. Vsebuje od 2 – 3% CBD. Namenjena je za pridobivanje vršičkov 
in pridelavo CBD. 
 
Novosadska konoplja je sorta, ki izvira iz Vojvodine. Je dvodomna rastlina, ki je 
namenjena predvsem za pridelavo semen za olje ter za pridobivanje vlaken. Na sortni listi 
in v pridelavi je bila do leta 2002, ko so jo zaradi previsoke vsebnosti THC umaknili iz 
sortne liste (Kocjan Ačko in sod., 2002). 
 
   
Slika 8: (A) Rastlina žlahtniteljske linije MX-CBD-707 , (B) rastlina žlahtniteljske linije MX-CBD-11. 
3.2.2 Protokol uporabe molekulskih markerjev za določanje spola 
Določanje spola z molekulskimi markerji je potekalo v treh korakih. Najprej smo testirali 
protokol uporabe treh molekulskih markerjev na 7 rastlinah sorte Finola. Nato smo 
nadaljevali s preizkušanjem dveh markerjev, ki sta se izkazala za najbolj učinkovita, na 
večjem številu rastlin in več različnih sortah industrijske konoplje. Poleg posamične 
uporabe vsakega markerja smo na nekaj vzorcih testirali tudi njuno hkratno uporabo (t.i. 
dupleks PCR). Nazadnje smo testirali še določanje spola na vzorcih konoplje brez 
predhodne izolacije DNA, kar smo poimenovali »direktni PCR« za določanje spola. Po 
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3.2.2.1 Optimizacija protokola uporabe DNA molekulskih markerjev za določanje spola 
Uporabo treh molekulskih markerjev (SCAR 119, SCAR 323 in MADC2; Mendel in sod., 
2016) smo testirali na 7 rastlinah sorte Finola. 
 
3.2.2.2 Izolacija DNA s CTAB metodo 
Za izolacijo DNA smo uporabili liste rastlin. Najprej smo v terilnici strli ustrezno količina 
rastlinskega tkiva s pomočjo tekočega dušika. Dodali smo 700 µl CTAB pufra in 
suspenzijo dobro premešali, nato smo jo prelili v mikrocentrifugirko in inkubirali okoli dve 
uri na 68 °C. Dodali smo 700 µl zmesi kloroform/izoamil alkohol (24:1) in močno 
premešali. Sledilo je centrifugiranje, ki smo ga izvedli pri 4 °C in 11000 obratih na minuto. 
Centrifugiranje je trajalo  15 minut. Iz mikrocentrifugirk smo nato prenesli vodno fazo v 
svežo mikrocentrifugirko in pri tem pazili, da ne bi zajeli ostankov tkiva ali organske faze. 
V mikrocentrifugirke smo nato dodali 70 µl 3 M NaOAc s pH 5,2 in 700 µl ledeno mrzlega 
izopropanola in vse skupaj dobro premešali. Mikrocentrifugirke smo postavili v 
zmrzovalnik za 30 minut. Sledilo je ponovno centrifugiranje in spiranje vzorcev s 1000 µl 
70% etanola, kar smo ponovili dvakrat. Odstranili smo ves etanol in oborino posušili. 
Oborini smo dodali še 60 µl pufra TE in vzorce čez noč postavili v hladilnik, da se je DNK 
raztopila. Končno raztopino smo imeli shranjeno na -20 °C. Izolirani DNK smo izmerili 
koncentracijo ter pripravili delovne raztopine s koncentracijo 5 ng/µl. 
 
3.2.2.3 Parametri PCR reakcije za posamezen marker 
Za določanje spola smo uporabili tri markerje, in sicer SCAR 119, SCAR 323 in MADC2. 
Začetni oligonukleotidi so navedeni v preglednici 1. Končni volumen PCR reakcije je bil 
20 µl. Polimerazna verižna reakcija je potekala v cikličnem termostatu DNA Thermal 
Cycler 2720 (PE Applied Biosystems, ZDA). Komponente sestave PCR reakcije so 
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Preglednica 1: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za določanje spola. 
Začetni oligonukleotid Pričakovana dolžina 
pomnožka 












MADC2_R  GTGACGTAGGCTATGAGAG  
 
Preglednica 2: Sestava PCR mešanice za verižno reakcijo s Taq DNA polimerazo. 
Komponente Volumen za 1 vzorec (µl) 
Sterilna IDT voda 3,4 
DNA (5 ng/µl) 8 
10X PCR pufer  4 
MgCl2 (25 mM) 1,2 
dNTP (10 mM) 1,6 
Začetni oligonukleotidi For (500 µM) 0,8 
Začetni oligonukleotidi Rev (500 µM) 0,8 
Taq DNA polimeraza  0,2 
Skupaj (PCR MIX brez DNA) 12 
 
Preglednica 3: Temperaturni profil za verižno reakcijo s Taq DNA polimerazo. 
Faza PCR reakcije Temperatura Čas Število ponovitev 
Začetna denaturacija 94 °C 5 min 1 x 




* °C 1 min 
Sinteza fragmentov DNA 72 °C 1 min 
Končno izdolževanje fragmentov 72 °C 7 min 1 x 
Hlajenje vzorcev  4 °C ∞  
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3.2.2.4 Parametri PCR reakcije za dupleks PCR reakcijo 
Nadaljevali smo z uporabo markerjev SCAR119 in MADC2 ter njune mešanice (t.i. 
dupleks PCR) na 17 rastlinah sorte Finola in 6 rastlinah sorte Santhica 27. V preglednici 4 
so prikazane komponente PCR reakcije, ki smo jih uporabili za dupleks PCR mešanico. 
Uporaba posameznega markerja je potekala v pogojih, kot so navedeni v poglavju 3.2.2.3 
pri temperaturi prileganja začetnih oligonukleotidov 52 °C. 
 
Preglednica 4: Sestava dupleks PCR mešanice za verižno reakcijo s Taq DNA polimerazo. 
Komponente Volumen za 1 vzorec (µl) 
Sterilna IDT voda 1,8 
DNA (5 ng/µl) 8 
10X PCR pufer  4 
MgCl2 (25 mM) 1,2 
dNTP (10 mM) 1,6 
Začetni oligonukleotidi SCAR119_F 0,8 
Začetni oligonukleotidi SCAR119_R 0,8 
Začetni oligonukleotidi MADC2_F 0,8 
Začetni oligonukleotidi MADC2_R 0,8 
Taq DNA polimeraza (2,5 U/ µl) 0,2 
Skupaj (PCR MIX brez DNA) 12 
 
3.2.2.5 Direktni PCR za določanje spola 
Preizkuslili smo tudi tehniko določanja spola brez predhodnje izolacije DNA z uporabo 
komercialnega kompleta »KAPA3G Plant PCR kit« (Kapa Biosystems, Massachusetts, 
ZDA). Direktni PCR brez predhodne izolacije DNA smo izvedli tako, da smo s plutovrtom 
pripravili majhne izsečke listov (velikosti okoli 0,25 cm2) in jih razdelili v stripe. Na to 
smo pripravili ekstrakcijski pufer, ki je vseboval 50 mM Tris-HCl pH 8, 0,1 mM EDTA,  
in 2% β-merkaptoetanola. 100 µl ekstrakcijski pufer smo dodali vsakemu vzorcu. Nato 
smo s konico pipete prebadali listni izseček toliko časa, da smo tkivo ločili na več delcev 
in da se je pufer obarval temno zeleno. Pri tem je bilo potrebno uporabljati vsakič svež 
nastavek pipete in paziti, da ni prišlo do prenašanja vzorcev v sosednje stripe. Vzorce smo 
na kratko centrifugirali, da se je rastlinski material posedel na dno in inkubirali 5 min na 95 
°C v cikličnem termostatu. Za uprabo vzorcev v PCR reakciji smo naredili 5x redčitve.  
 
Pri testiranju direktnega PCR postopka smo testirali 4 različne PCR mešanice, ki so 
prikazane v preglednici 5. Temperaturni profil za PCR reakcijo je bil enak že 
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uporabljenemu (preglednica 3). Uporabili smo samo marker SCAR119. V testu smo 
določali spol petim rastlinam navadne konoplje. Po optimizaciji protokola dirketnega PCR 
za določanje spola smo protokol uporabili za določanje spola 200 rastlinam sorte 
industrijske konoplje Novosadska konoplja. 
 
Preglednica 5: Sestava direktne PCR mešanice za verižno reakcijo s Taq DNA polimerazo KAPA.   
Komponente PCR mešanica 1 PCR mešanica 2 PCR mešanica 3 PCR mešanica 4 
Sterilna IDT voda 
(µl) 
2,42 2,02 0,32 1,92 
2X PCR pufer (µl) 5 5 5 5 
25 mM MgCl2 
(µl) 
0,2 0,6 0,2 0,6 
SCAR119_F (µl) 0,15 0,15 0,15 0,15 
SCAR119_R (µl) 0,15 0,15 0,15 0,15 
100X enhaancer 
(µl) 




2 2 4 2 
2,5U/µl Kapa 3G 
(µl) 
0,08 0,08 0,08 0,08 
 
3.2.2.6 Uporaba agarozne elektroforeze za analizo pomnožkov DNA 
Dobljene pomnožke PCR reakcij smo ločili s pomočjo agarozne gelske elektroforeze v 2 % 
agaroznem gelu (0,5 cm debeline gela, 120 V, 90 min) z dodatkom 0,5 µg ml-1 (m/V) 
etidijevega bromida in si jih ogledali z napravo UVP BioSpectrum (Ultra-Violet Products 
Ltd., Cambridge, UK). 
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4.1 INDUKCIJA MOŠKIH SOCVETIJ NA DVODOMNIH ŽENSKIH RASTLINAH 
Poskus indukcije moških socvetij (8 različnih obravnavanj) na dvodomnih ženskih 
rastlinah medicinske konoplje (Cannabis sativa L.) je bil izveden istočasno v dveh rastnih 
komorah, in sicer v sobi 5, kjer smo uporabili žlahtniteljsko linijo MX-CBD-11 in v 
fitotronu, kjer smo poleg žlahtniteljske linije MX-CBD-11 uporabili še linijo MX-CBD-
707. 
4.1.1 Morfološki odziv rastlin 
Rastlinam iz prvega obravnavanja (škropljenje z neredčenim STS) so po enem tednu 
pričeli rumeneti listi (slika 7.A), na njih so se pojavljale rumene pege, ki so se pričele 
sušiti. Rastline so pričele izgubljati liste po treh tednih cvetenja. 
 
   
Slika 9: (A) Rumene pege na listih, ki so se pojavile en teden po tretiranju rastlin z neredčenim STS in (B) 
rumene pege na listih, ki so se pojavile en teden po tretiranju rastlin s trideset krat redčenim STS. 
 
Rastline drugega tretiranja (škropljenje z 30X redčenim STS) so imele manj posušenih 
listov, njihova rast in razvoj nista bila tako inhibirana, kot pri rastlinah iz prvega tretiranja. 
Izguba listov je bila manjša. 
Po treh tednih so se na mladih listih petega tretiranja (aplikacija 150 µg STS na vršiček), ki 
so bili v času tretiranja še nerazviti, začele pojavljati poškodbe in deformacije. Listi so se 
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Slika 10: (A) Zakrnela rast listov po enem tednu, in (B) sušenje listov po treh tednih, pri tretiranju 150 µg 
STS na apikalni vršiček glavnega poganjka. 
 
Enako se je pričelo dogajati pri rastlinah iz tretjega in četrtega tretiranja (aplikacija 50 in 
100 µg STS na vršiček), vendar manj intenzivno. Rastline iz šestega tretiranja (škropljenje 
z 0,01 % giberilinsko kislino) so se pričele intenzivno izdolževati. 
 
   
Slika 11: (A) Pojav prvih moških socvetij po treh tednih od tretiranja z neredčenim STS, (B) apikalni vršičku 
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Prva moška socvetja na dvodomnih ženskih rastlinah žlahtniteljskih linij MX-CBD-707 in 
MX-CBD-11 so se pričela pojavljati tri tedne po tretiranju na rastlinah, na katerih smo 
izvedli prvo tretiranje z neredčenim STS. Nato so se moška socvetja pričela pojavljati še na 
rastlinah drugega, petega, četrtega in tretjega tretiranja v razmaku treh dni po zaporedju 
kakor so tretiranja našteta. Moški cvetovi so se pričeli odpirati štiri tedne po tretiranju, iz 
njih je pričel padati pelod. Na rastlinah, ki so bile del šestega in sedmega tretiranja med 
opazovanjem, ni prihajalo do razvoja moških socvetij. Ob zadnjem popisu 31 dni po 
tretiranju smo na slednjih tretiranjih zabeležili tudi nekaj moških cvetov. Na rastlinah smo 
v zadnjem popisu prešteli število nodijev, število razvitih socvetij, število socvetij z 
moškimi cvetovi in skupno število moških cvetov na rastlino ter izračunali povprečno 
število moških cvetov na rastlino. 
 
4.1.2 Rezultati indukcije moških cvetov pri uporabi različnih tretiranj 
V poskusu smo spremljali 5 odzivnih spremenljivk, in sicer višino rastlin, število nodijev 
na rastlino, število socvetij na rastlino, število moških socvetij na rastlino in število moških 
cvetov na rastlino. V statistično analizo nismo vključili tretiranja rez. Za izključitev ukrepa 
rezi smo se odločili zaradi tega, ker smo pri rezi že na začetku poskusa umetno močno 
vplivali na vse merjene spremenljivke, zato je bilo že vnaprej znano, da bo to tretiranje 
doseglo najslabše razultate. Prav tako smo iz statistične analize izločili eno rastlino 
kontrole (tretiranje 8) žlahtniteljske linije MX-CBD-11 iz sobe 5, saj se je na njej razvilo 
veliko število moških socvetij (45) in moških cvetov (87). Ta pojav je v nasprotju z 
opažanji pri drugih kontrolah in bo bolj podrobno razložen v poglavju Razprava. 
4.1.2.1 Višina rastlin in število nodijev 
Višina rastline in število nodijev na rastlino sta se med uporabljenimi rastlinami že na 
začetku poskusa razlikovala. Med trajanjem poskusa sta se tako višina kot tudi število 
nodijev povečevala. Zato bi bilo smiselno analizrati prirast. Toda začetno stanje 
posamenze rastline vpliva na njeno nadaljno rast. To dejstvo smo upoštevali pri analizi 
rezultatov višine in števila nodijev tako, da smo za statistično analizo vpliva tretiranja na ti 
dve spremenljivki uporabili količnik med končnim stanjem (meritev/štetje na koncu 
poskusa) in začetnim stanjem (meritev/štetje na začetku poskusa pred uporabo tretiranj). 
Na ta način smo poleg prirasta upoštevali tudi začetno stanje rastline. 
Podatki meritev za odzivno sprmenljivko višina rastlin (količnik) so prikazani na sliki 10., 
Podatki meritev za odzivno sprmenljivko število nodijev na rastlino (količnik) pa so 
prikazani na sliki 11. 
Na slikah od 13 do 17 oznaka »11_fitotron« pomeni žlahtniteljsko linijo MX-CBD-11 v 
fitotronu, »11_soba5« žlahtniteljsko linijo MX-CBD-11 v sobi 5 in »707_fitotron« 
žlahtniteljsko linijo MX-CBD-707 v fitotronu. Okrajšave tretiranj so: GA3 (uporaba 
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hormona giberilinske kisline), STSnered (uporaba neredčenega STS-a), STS30x (uporaba 
30x redčenega STS-a), vrsicek50 (aplikacija 50 µg STS na vršiček), vrsicek100 (aplikacija 
100 µg STS na vršiček) in vrsicek150 (aplikacija 150 µg STS na vršiček). 
 
 
Slika 12: Količniki višine rastlin žlahtniteljskih linij MX-CBD-11 in MX-CBD-707 za vseh 8 tretiranj  v 
dveh rastnih komorah (fitotron in soba 5). Modre točke prikazujejo količnik za posamezno rastlino, modre 
črte pa povezujejo povprečne vrednosti tretiranj. 
 
 
Slika 13: Količniki števila nodijev na žlahtniteljskih linijah MX-CBD-11 in MX-CBD-707 za vseh 8 tretiranj 
v dveh rastnih komorah (fitotron in soba 5). Modre točke prikazujejo količnik za posamezno rastlino, modre 
črte pa povezujejo povprečne vrednosti tretiranj. 
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Pri statistični analizi količnikov višine rastlin in števila nodijev (Priloga F) se je pokazalo, 
da ima vpliv na ti dve spremenljivki samo prvi faktor (kombinacija žlahtniteljske linije in 
rastne komore) (p<0,001), ne pa tudi drugi faktor (tretiranje). Prav tako interakcije ni bilo. 
Rezultati vpliva  faktorja 1 so prikazani v preglednici 6. 
Preglednica 6: Rezultati povprečnih vrednosti odzivnih spremenljivk količnika višine in količnika števila 
nodijev za faktor 1 (kombinacija žlahtniteljske linije in rastne komore). Različne črke pri povprečnih 
vrednostih označujejo statistično značilno razliko med obravnavanji (Tukey, p≤0,05). Podana je standardna 
napaka. 












MX-CBD-707 Fitotron 3,10 ± 0,16 4,77 ± 0,26 a 
MX-CBD-11 Soba 5 2,01 ± 0,08 3.36 ± 0,07 b 
MX-CBD-11 Fitotron 1,95 ± 0,04 3,51 ± 0,11 b 
 
Do statistično zančilnih razlik je prihajalo med žlahtniteljskima linijama. Žlahtniteljska 
linija MX-CBD-707 je imela količnik višine 3,1, kar pomeni, da so bile rastline na koncu 
poskusa v povrečju 3,1-krat višje kot na začetku poskusa. Višinski prirast pri tej liniji je 
tudi statistično značilno večji od višinskega prirasta pri MX-CBD-11. Med prostoroma ni 
prihajalo do razlik glede prirasta višine. Podobno je pri prirastu nodijev, kjer je do 
statistično zančilnih razlik ponovno prihajalo med žlahtniteljskima linijama. Žlahtniteljska 
linija MX-CBD-707 je imela večji prirast nodijev (4,77-krat več nodijev na koncu poskusa 
kot na začetku). Rastni prostor pa ni vplival na prirast nodijev pri žlahtniteljski liniji MX-
CBD-11. 
4.1.2.2 Število socvetij 
Pri številu socvetij (slika 12) je imela kombinacijo žlahtniteljske linije in rastne komore 
(faktor 1) statistično značilen vpliv (p<0,001). Tudi tretiranja (faktor 2) so imela statistično 
značilen vpliv na število socvetij (p = 0,006). Med obema faktorjema smo ugotovili 
interakcijo (p=0,03) (Priloga F), zato smo v nadaljevanju analizirali obravnavanja 
(preglednica 7). 
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Slika 14: Števila socvetij na žlahtniteljskih linijah MX-CBD-11 in MX-CBD-707 za vseh 8 tretiranj v dveh 
rastnih komorah (fitotron in soba 5). Modre točke prikazujejo število socvetij na posamezni rastlini, modre 









Slapnik M. Določanje spola pri navadni konoplji s pomočjo … markerjev in vplivanje na njegovo izražanje. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
 
Preglednica 7: Rezultati povprečnih vrednosti števila socvetij na rastlino. Različne črke pri povprečnih 








Rastna komora Tretiranje 
MX-CBD-707 
Fitotron 2-STS30x 103,2 ± 2,4 a 
Fitotron 1-STSnered. 103,2 ± 3,3 a 
Fitotron 6-GA3 101,7 ± 1,9 a 
Fitotron 4-vrš100 101,0 ± 3,4 a 
Fitotron 3-vrš50 100,7 ± 3,1 a 
Fitotron 8-kontrola 99,8 ± 2,4 a 
Fitotron 5-vrš150 99,7 ± 2,7 a 
MX-CBD-11 
Fitotron 1-STSnered. 91,3 ± 6,0 a 
Soba 5 4-vrš100 89,8 ± 9,1 a 
Fitotron 5-vrš150 89,7 ± 8,7 a 
Fitotron 4-vrš100 87,5 ± 8,2 a 
Soba 5 8-kontrola 86,2 ± 8,8 a 
Soba 5 3-vrš50 85,3 ± 8,1 a 
Fitotron 8-kontrola 83,0 ± 5,2 a 
Fitotron 3-vrš50 81,8 ± 7,6 a 
Soba 5 2-STS30x 81,5 ± 7,2 a 
Fitotron 2-STS30x 80,8 ± 6,2 a 
Soba 5 1-STSnered. 78,8 ± 6,4 a 
Fitotron 6-GA3 74,8 ± 6,6 ab 
Soba 5 5-vrš150 73,5 ± 6,2 ab 
Soba 5 6-GA3 44,5 ± 5,4 b 
Okrajšave tretiranj: 1-STSnered. = uporaba neredčenega STS-a, 2-STS30x = uporaba 30x redčenega STS-a, -
vrš50 = aplikacija 50 µg STS na vršiček, 4-vrš100 = aplikacija 100 µg STS na vršiček, 5-vrš150 = aplikacija 
150 µg STS na vršiček, 6-GA3 = uporaba hormona giberilinske kisline, 8-kontrola = kontrola. 
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Zaradi ugotovljene interakcije smo analizirali vseh 21 obravnavanj naenkrat in dobili 3 
skupine. Samo eno obravnavanje (žlahtniteljska linija MX-CBD-11 v sobi 5 tretirana z 
GA) se statistično značilno razlikuje od vseh obravnavanj, saj smo zabeležili najmanj 
socvetij na rastlino, in sicer 44,5. To obravnavanje se ni statistično značilno razlikovalo  od  
tretiranja z 150 mg STS v sobi 5 in od tretiranja z GA3 v fitotronu. Slednji dve 
obravnavanji pa se statistično ne razlikujeta od vseh ostalih obravnavanj. Največje število 
socvetij smo zabeležili na žlahtniteljski liniji MX-CBD-707, ki je bila v fitotronu in smo jo 
tretirali s 30x redčenim STS. V tem primeru smo v povprečju zabeležili 103,2 socvetja na 
rastlino. 
4.1.2.3 Število moških socvetij in število moških cvetov 
Pri statistični analizi teh dveh spremenljivk smo ugotovili nehomogenost varianc pri 
Levene-ovem testu, zato smo uporabili korak korenjenja. Pri spremenljivki število moških 
socvetij smo dosegli željen učinek homogenosti varianc in nadaljevali s klasičnim 
postopkom analize variance. Za spremenljivko število moških cvetov pa so se kljub 
korenjenju variance pri Levene-ovem testu še vedno statistično značilno razlikovale 
(p=0,02). Toda na podlagi slike ostankov (Priloga E), kjer je viden samo en regresijski 
osamelec pri vrednosti -4, smo se odločili, da bomo vseeno nadaljevali s predvidenim 
postopkom analize variance. 
Pri številu moških socvetij na rastlino (Slika 13) in številu moških cvetov na rastlino (Slika 
14) ni prišlo do interakcije med faktorjema. Zato smo ločeno analizirali njun vpliv. Faktor 
1 (kombinacija žlahtniteljske linije in rastne komore) (Ppreglednica 8) in faktor 2 
(tretiranja) (Preglednica 9.) sta statistično značilno vplivala na pojav moških socvetij in 
moških cvetov pri p<0,001 ali p<0,01  (Priloga F). 
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Slika 15: Števila moških socvetij na žlahtniteljskih linijah MX-CBD-11 in MX-CBD-707 za vseh 8 tretiranj v 
dveh rastnih komorah (fitotron in soba 5). Modre točke prikazujejo število moških socvetij na posamezni 
rastlini, modre črte pa povezujejo povprečne vrednosti tretiranj. 
 
 
Slika 16: Števila moških cvetov na žlahtniteljskih linijah MX-CBD-11 in MX-CBD-707 za vseh 8 tretiranj v 
dveh rastnih komorah (fitotron in soba 5). Modre točke prikazujejo število moških socvetij na posamezni 
rastlini, modre črte pa povezujejo povprečne vrednosti tretiranj. 
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Preglednica 8: Rezultati povprečnih vrednosti za število moških socvetij in število moških cvetov za faktor 1 
(kombinacija žlahtniteljske linije in rastne komore). Različne črke pri povprečnih vrednostih označujejo 
statistično značilno razliko med obravnavanji (Tukey, p≤0,05). Podana je standardna napaka. 









MX-CBD-11 Fitotron 32,2 ± 0,19 182,0 ± 1,1 a 
MX-CBD-11 Soba 5 30,2 ± 0,20 169,0 ± 1,3 a 
MX-CBD-707 Fitotron 22,8 ± 0,15 133,2 ± 1,1 b 
 
Preglednica 9: Rezultati povprečnih vrednosti za število moških socvetij in število moških cvetov za faktor 2 
(tretiranje). Različne črke pri povprečnih vrednostih označujejo statistično značilno razliko med obravnavanji 













V povprečju se je največ moških socvetij pojavilo pri rastlinah žlahtniteljske linije MX-
CBD-11, ki je rastla v fitotronu, in sicer 32,2, najmanj pa se jih je pojavilo na žlahtniteljski 
liniji MX-CBD-707 v fitotronu, in sicer 22,8. To kaže na to, da se žlahtniteljski liniji med 
sabo statistično značilno razlikujeta v številu moških socvetij. Če pogledamo samo 
žlahtniteljsko linijo MX-CBD-11, ki je rasla v dveh različnih rastnih komorah, lahko 
ugotovimo, da se število moških socvetij ne razlikuje, kar pomeni, da rastna komora ni 
imela vpliva na pojav moških socvetij. Identični rezultati in ugotovite veljajo tudi za 
spremenljivko število moških cvetov, kjer je bilo največ moških cvetov na žlahtniteljski 
Faktor 2 
(tretiranje) 





1-STSnered. 54,8 ± 11,8 a 331,4 ± 89,8 a 
2-STS30x 52,1 ± 16,4 ab 296,7 ± 79,1 a 
3-vrš50 39,4 ± 17,9 b 211,3 ± 86,5 b 
4-vrš100 24,1 ± 10,2 c 141,6 ± 84,2 c 
5-vrš150 23,7 ± 12,3 c 128,7 ± 88,5 c 
6-GA3 2,3 ± 2,2 d 8,1 ± 10 d 
8-kontrola 0,7 ± 1,16 d 2,8 ± 5,1 d 
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liniji MX-CBD-11 v fitotronu (182,0), najmanj pa na žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 
prav tako v fitotronu (133,2). 
Pri analizi vpliva tretiranj na pojav moških socvetij in cvetov na rastlino smo ugotovili, da 
so tretiranja statistično značilno vplivala na pojav moških socvetij in moških cvetov na 
rastlinah. Pri tretiranju, kjer smo celotne rastline poškropili z neredčenim STS-om, smo 
prešteli 54,8 moških socvetij na rastlino, pri tretiranju s 30x redčenim STS pa 52,1 moških 
socvetij na rastlino. Med obema tretiranjema ni prihajalo do statistično značilnih razlik. 
Sledila so tretiranja, kjer smo na vršiček aplicirali različne količine STS-a. Med njimi se je 
za najboljšega izkazalo tretiranje s 50 µg STS-a (39,4 moških socvetij na rastlino) in 
najslabše 150 µg STS-a (23,7 moških socvetij na rastlino). Najmanj moških socvetij se je 
tvorilo pri uporabi hormona giberelinske kisline in pri kontroli, med tema tretiranjema ni 
bilo statistično značilnih razlik. Pri spremenljivki število moških cvetov si tretiranja sledijo 
v istem vrstnem redu kot pri številu moških socvetij. Največ cvetov na rastlino smo prešteli 
pri uporabi neredčenega in 30x redčenega STS-a (331,4 in 296,7), najmanj pa pri uporabi 
hormona GA3 (8,1) in pri kontroli (2,8). 
4.1.2.4 Rez 
Pri uporabi tretiranja rezi nas je zanimalo, ali bo ta fiziološki ukrep spodbudil tvorbo 
moških cvetov. Rezultati so prikazani v preglednici 11. 
Preglednica 10: Rezultati odzivnih spremenljivk količnik višine, količnik nodijev, število socvetij, število 
moških socvetij in število moških cvetov za tretiranje rez. 
Odzivna spremenljivka Žlahtniteljska linija x rastna soba 
 MX-CBD-11 x Soba 5 MX-CBD-11 x Fitotron MX-CBD-707 x Fitotron 
Količnik višine 0,9 ± 0,36 1,2 ± 0,19 
 
2,5 ± 1,0 
Količnik števila 
nodijev 
4,2 ± 1,17 3,8  ± 1,7 6,3  ± 1,4 
Število socetij 39,8 ± 14,3 45,7 ± 14,8 
 
47,8 ± 3,1 
 Število moških socvetij 3,7  ±  5,3 1,8 ± 2,6 
 
1,5 ± 2,1 
 Število moških cvetov 6,5 ± 9,7 6,5 ± 9,4 
 
4,0 ± 4,9 
  
Rez ni vplivala na tvorbo moških cvetov, saj se je pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11, ki 
je bila v rastni komori fitotron, v povprečju pojavilo 6,5 moških cvetov na rastlino, enako 
število se jih je pojavilo pri isti žlahtniteljski liniji, ki je bila v sobi 5. Najmanj cvetov na 
rastlino se je pojavilo pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-707, in sicer 4 moška socvetja na 
rastlino. 
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4.1.3 Korelacijska analiza 
Korelacijska analiza med merjenimi variabilnimi spremenljivkami je prikazana v 
Preglednici 12. 
Preglednica 11: Ocena Pearsonovega korelacijskega koeficienta r ter Holm's-ov popravek p-vrednosti za 
testiranje vseh domnev korelacije med odzivnimi spremenljivkami 




Število socetij Število moških 
socetij 
Prirast nodijev (količnik) 0,8150 
*** 
   




















***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 
n.z. – ni statistično značilnega vpliva (p > 0,05) 
 
Visoka korelacija (0,8150) obstaja med obema morfološkima spremenljivkama (prirast 
višine in prirast nodijev), ki je tudi močno statistično značila (p<0,001). Prav tako 
statistično značilno korelacijo (p<0,001) smo ugotovili med številom moških socvetij in 
številom moških cvetov (0,9322). Statistično značilo (p<0,01) negativno korelacijo smo 
ugotovili za prirast višine in število moških socvetij (-0,3104) ter prirast višine in število 
moških cvetov (-0,3138). Ostale spremenljivke med sabo niso bile statistično značilno 
soodvisne. 
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4.2 DOLOČANJE SPOLA Z MOLEKULSKIMI MARKERJI 
4.2.1 Optimizacija protokola uporabe treh markerjev za določanje spola 
 
Slika 17: Mlade rastline industrijske konoplje,) sorte: Finola, Kompolti hibrid TC, Shantica 27, Kitajska, 
USO 31. 
 
Na rastlinah industrijske konoplje smo testirali delovanje markerjev SCAR119, SCAR323 
in MADC2 (Mendel in sod., 2016) za določanje spola. Najprej smo želeli preizkusiti 
njihovo učinkovitost in  preveriti ali prihaja do pričakovanih razlik med moškimi 
rastlinami (X/Y) ter enodomnimi (Xm/X, Xm/Xm) oziroma ženskimi rastlinami (X/X). 
Markerje smo prezkusili na predhodno izolirani DNA 7 rastlin sorte Finola, ki je 
dvodomna sorta. Prve tri rastline so bile ženskega spola, ostale štiri rastline pa so bile 
moškega spola. Spol smo določili z vizualno fenotipsko oceno rastlin v času njihovega 
cvetenja. Rezultati so prikazani na sliki 16. 
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Slika 18: Rezultati pomnoževanja DNA vzorcev sedmih rastlin sorte Finola z markerji SCAR119, SCAR323 
in MADC2. V prvi in zadnji stolpec na gelu je bil nanešen dolžinski standard 100 baznih parov. Pri 
posameznem markerju predstavljajo prvi trije stolpci ženske rastline, naslednji štirje moške rastline, osmi 
stolpec predstavljal kontrolo z vodo. 
 
Z markerjema SCAR119 in MADC2 smo uspeli dobiti ustrezne pomnožke dolžin 119 
baznih parov (za marker SCAR119) in 390 baznih parov (za marker MADC2) pri moških 
rastlinah. Pri ženskih rastlinah pomnožki teh dolžin niso bili prisotni. Kot najboljša 
temperatura prileganja začetnih oligonuleotidov se je izkazala temperatura 52 °C. Za 
marker SCAR323 ni bilo razlik med pomnožki moških in ženskih rastlin. Kljub 
optimizaciji PCR mešanice in temperatur prileganja začetnih oligonukleotidov nam ni 
uspelo dokazati razlik med pomnožki ženskih in moških rastlin. Zato markerja SCAR323 
nismo več uporabljali pri nadaljnih analizah.  
V nadaljevanju smo primerjali učinkovitost delovanja markerjev SCAR119, MADC2 in 
njune kombinacije (dupleks PCR) na predhodno izolirani DNA 17 rastlin sorte Finola (9 
ženskih in 8 moških rastlin) in 6 rastlin sorte Santhica 27, ki je enodomna sorta. Zanimalo 
nas je ali bo prihajalo do razlik med pomnožki enodomnih in dvodomnih ženskih rastlin ter 
ali markerja zagotavljata boljše rezultate. Rezultati so prikazani na slik 17. 
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Slika 19: Rezultati pomnoževanja DNA vzorcev 23 vzorcev industrijske konoplje z dvema različnima 
markerjma SCAR119, MADC2 in njuno kombinacijo (dupleks PCR). V prvi in zadnji stolpec na gelu je bil 
nanešen dolžinski standard 100 baznih parov. Vzorci sorte 'Finola' so označeni s števili od 1 do 20, vzorci 
'Shantice 27' pa od 21 do 26. Vzorce 7, 9 in 10 smo iz poizkusa odstranili, saj nismo dosegali dovolj visoke 
koncentracije DNA pri izolaciji. Vzorec H2O predstavlja kontrolo z vodo.  
 
Z markerjem SCAR119 smo pravilno določili spol vseh testiranih rastlin sorte Finola, 
razen pri enem vzorcu (številka 18), kjer je bil vzorec pomnožkov netipičen. Pri enodomni 
sorti Santhica 27 se je izkazalo, da do pomnoževanja za moški spol specifičnega 
pomnožka, dolgega 119 bp ni prišlo, kar pomeni, da je marker SCAR119 pravilno določil 
enodomne rastline. Pri markerju MADC2 nismo dobili pomnožka za vzorca 19 in 20, ki sta 
bila fenotipsko določena kot moški rastlini. Dobili pa smo pomnožek pri vzorcu 13, ki je 
bil fenotipsko določen kot dvodomna ženska rastlina. To pomeni 3 napačno določene 
vzorce od 17 vzorcev. Pri vzorcih enodomnih rastlin pomnožkov dolžine 390 baznih parov 
za MADC2 ni bilo prisotnih, kar je pravilen razultat. Kombinacija obeh markerjev v eni 
PCR reakciji (dupleks) se je izkazala za neučinkovito, saj se pomnožek za SCAR119 
pojavi praktično pri vseh vzorcih. Medtem se pomnožek 390 bp za MADC2 pojavi ne 
pojavi pri istih vzorcih kot se je v v poskusu, kjer je bil marker testiran posamično (srednji 
gel na sliki 17). 
V nadaljevanju smo preizkusili oba markerja posamično še na preostalih 45 vzorcih 
konoplje, iz katerih smo predhodno izolirali DNA. Namen tega testiranja je bil, da bi 
določili učinkovitost in ponovljivost markerjev na podlagi primerjave genetskih in 
fenotipskih rezultatov na večjem številu vzorcev. Rezultati so prikazani v preglednici 13. 
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Preglednica 12:Primerjava uspešnosti in ponovljivosti markerjev SCAR119 in MADC2 pri določanju spola 
na 16 rastlinah sorte USO 31, 16 rastlinah sorte Kitajska in 13 rastlinah sorte Kompolti hibrid TC. Podana je 
primerjava med genetskimi rezultati in fenotipsko oceno rastlin. 
Sorta Enodomna/ 
dvodomna 
Fenotipsko določen spol 
(število rastlin) 
Določanje spola z markerjem 
SCAR119 MADC2 
M Ž/E M Ž/E Uspešnost 
(%) 
M Ž/E Uspešnost 
(%) 
USO 31 Enodomna / 16 / 16 100 / 16 100 
Kitajska Dvodomna 8 8 8 8 100 7 9 94 
Kompolti 
hibrid TC 
Dvodomna 7 6 7 6 100 6 7 92 
 
Pri enodomni sorti USO 31 sta bila oba markerja brez odstopanja v primerjavi genetske in 
fenotpiske ocene rastlin. V primeru dvodomne sorte Kitajska je marker MADC2 imel eno 
odstopanje in s tem 94 % uspešnost določanja spola, marker SCAR119 pa je bil ponovno 
brez odstopanj. Tudi pri dvodomni sorti Kompolti hibrid TC je marker MADC2 imel eno 
odstopanje in s tem 92,3 % uspešnost določanja spola, marker SCAR119 pa je ponovno bil 
brez odstopanj. 
 
4.2.2 PCR brez predhodne izolacije DNA (direktni PCR) 
Pri testiranju metode direktnega PCR smo uporabili 4 različne PCR mešanice in marker 
SCAR119. Temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov je bila 52 °C. V testu smo 
določali spol petim rastlinam navadne konoplje sorte Finola, od tega so bile 4 moške in 1 
ženska rastlina. Za najučinkovitejšo se je izkazala PCR mešanica 3 (Slika 18). 
 
 
Slika 20: Rezultati pomnoževanja 5 DNA vzorcev  industrijske konoplje  v štirih različnih PCR mešanicah. V 
prvi in zadnji stolpec na gelu je bil nanešen dolžinski standard 100 baznih parov. Vzorci moških rastlin  so 
označeni s števili 1, 2, 4 in 5, vzorec ženske rastline pa s številom 3. V 5. koloni je vzorec moške rastline, 
katere DNA je bila izolirana s CTAB metodo, kar nam je predstavljalo kontrolo za delovanje PCR reakcije. 
Ostali vzorci so bili dobljeni z metodo direktnega PCR. Vzorec H2O predstavlja kontrolo z vodo. 
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Pri vseh mešanicah smo z markerem SCAR119 pravilno določili moške rastline. Toda pri 
mešanicah 1, 2 in 4 se je pojavljalo več nespecifičnih pomnožkov različnih dolžin. 
Najmanj nespecifičnih pomnožkov se je pojavilo pri mešanici 3, zato smo mešanico 3 
izbrali za nadaljnjo uporabo na 200 rastlinah sorte industrijske konoplje 'Novosadska 
konoplja'. Vsem rastlinam, katerim smo določali spol z metodo direktnega PCR, smo po 
zaključenem cvetenju še fenotipsko določili spol ter na ta način preverili  zanesljivost 
določanja spola z metodo direktnega PCR. Rezultati preverjanja spola na sorti 'Novosadska 
konoplja' so prikazani v Preglednici 14. 
 
Preglednica 13: Primerjava uspešnosti in zanesljivosti markerja SCAR119 pri določanju spola z direktnim 




z markerjem SCAR119 
Uspešnost/pravilnost 
genetskega določanja 
spola z markerjem SCAR119 
Število moških 
rastlin 
101 126 80 % 
Število ženskih 
rastlin 
99 74 75% 
 
Rezultati, ki smo jih pridobili na podlagi genetske in fenotipske analize 200 rastlin sorte 
Novosadska konoplja, se v nekaterih primerih niso skladali. Na podlagi fenotipske ocene 
smo določili 101 moško rastlino in 99 ženskih rastlin. Na podlagi genetske ocene pa smo 
določili 126 moških rastlin in 74 ženskih rastlin. Uspešnost določanja genetskega spola z 
markerjem SCAR119 za moški spol je bila 80 % za ženski pa 75%. 
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5.1 INDUKCIJA MOŠKEGA SPOLA 
V poskusu indukcije moških cvetov na dvodomnih ženskih rastlinah smo uporabili 96 
rastlin žlahtniteljske linije MX-CBD-11 in 48 rastlin žlahtniteljske linije MX-CBD-707. 
Poskus je potekal v dveh rastnih komorah. Rastline smo razdelili v skupine glede na 
različno morfologijo, saj so se rastline med sabo razlikovale. Na rastlinah smo izvedli 8 
tretiranj, med katerimi je bila tudi kontrola. Po zaključenem poskusu smo rastlinam 
izmerili višino, prešteli število nodijev, skupno število socvetij, skupno število moških 
socvetij in moških cvetov.  
Iz statistične analize smo izključili tretiranje rez, saj smo rastlinam pri rezi močno skrajšali 
poganjke, s tem pa smo umetno negativno vplivali na vse merjene spremenljivke. Z rezjo 
smo tudi močno zmanjšali število stranskih poganjkov, na katerih bi se razvila socvetja in 
med njimi mogoče tudi moški cvetovi. Na primer povprečno število razvitih socvetij pri 
vseh ostalih tretiranjih skupaj je bilo 87,5, medtem ko je bilo povprečno število razvitih 
socvetij pri rezi samo 44,4. Prav tako smo iz analize izločili eno kontrolno rastlino, in sicer 
rastlino žlahtniteljske linije MX-CBD-11 iz sobe 5. Na tej rastlini smo prešteli 45 moških 
socvetij in 87 moških cvetov, kar je veliko več kot na ostalih kontrolnih rastlinah, kjer smo 
prešteli največ 3 moška socvetja in 16 moških cvetov. Kakršenkoli pojav moških socvetij 
in moških cvetov na kontrolnih rastlinah ni bil v skladu s pričakovanji. Vseeno lahko ta 
pojav obrazložimo s tem, da so bile rastline, ki so bile v rastnih komorah razporejene 
naključno, izpostavljene močni ventilaciji, ki bi lahko s površine listov rastlin, tretiranih s 
STS (neredčenim in 30X redečnim), odpihnila nekaj posušenega STS in ga nanesla na 
kontrolne rastline. To bi lahko pojasnilo pojav moških socvetij in cvetov na kontrolnih 
rastlinah. Toda za rastlino MX-CBD-11 predvidevamo, da je bila verjetno v fizičnem stiku 
s katero izmed drugih tretiranih rastlin, kar bi obrazložilo pojav velikega števila moških 
socvetij in cvetov. Omenjen pojav na opisani rastlini močno izstopa, zato je nismo 
uporabili v statistični analizi odzivnih spremenljivk. 
5.1.1 Vpliv tretiranj na merjene spremenljivke 
Višina rastlin in število nodijev sta dve spremenljivki, ki odražata morfološki razvoj 
rastlin. Z merjenjem teh dveh parametrov smo hoteli ugotoviti, kako bosta faktorja poskusa 
vplivala na morfološki izgled rastlin. Obe spremenljivki sta močno soodvisni, kar je 
pričakovano, saj s povečevanjem števila nodijev rastlina raste tudi v višino. Konoplja lahko 
zraste tudi 8 do 12 cm na dan (Kocjan Ačko, 1999), zato sta višina in število nodijev 
parametra, ki sta zelo variabilna in odvisna ne samo od okoljskih dejavnikov, ampak tudi 
od genotipa. To se je pokazalo tudi v naši raziskavi, saj so rastline zelo različno priraščale. 
Zanimivo pa je, da tretiranje ni imelo vpliva na ti dve spremenljivki, kar pomeni, da 
uporaba rastnih regulatorjev STS-a in giberelinske kisline ni povzročila morfoloških 
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sprememb. Slednje se ne sklada z ugotovitvami Rama in Setta (1982), ki sta poročala o 
zakrneli rasti rastlin in slabšem razvoju apikalnih poganjkov pri uporabi različnih količin 
STS-a. 
Navadna konoplja je rastlina kratkega dne, kar pomeni, da se cvetenje prične, ko se dan 
začne krajšati (Kocjan Ačko, 1999). Pri gojenju konoplje v kontroliranih pogojih se 
cvetenje rastlin inducira s spremembo fotoperiode, in sicer iz 18/6 (ali 16/8) na 12/12 
dnevno/nočne osvetlitve. Poleg dolžine osvetlitve imata vrsta in jakost svetlobe velik vpliv 
na inducirano cvetenje navadne konoplje (Major, 1980). Kljub ugotovljeni interakciji pri 
pojavu vseh socvetij smo ugotovili, da po zelo nizkem številu (44,5) izstopa samo eno 
obravnavanje, in sicer žlahtniteljska linija MX-CBD-11 v sobi 5, tretirana z GA3. Ostala 
obravnavanja se med sabo niso statistično razlikovala, kar pomeni, da med žlahtniteljskima 
linijama kot tudi med obema rastnima komora ni bilo razlik v številu socvetij na rastlino. 
Čeprav se je svetloba v obeh rastnih komorah nekoliko razlikovala, to očitno ni vplivalo na 
pojavljanje socvetij na rastlinah. 
Največ moških socvetij se je pojavilo pri tretiranju, kjer smo poškropili rastline z 
neredčeno raztopino STS do te mere, da je z njihovih listov kapljalo. Pri tem tretiranju smo 
zabeležili v povprečju 54,8 moških socvetij na rastlino. Socvetja so se pričela pojavljati 
enakomerno po celotni rastlini, največja gostota pa je bila zabeležena na apikalnem 
poganjku. Pri tem tretiranju smo tudi zabeležili najhitrejši pojav moških socvetij. Pojavljati 
so se pričela po treh tednih. Slednje potrjuje učinkovitost aniona Ag+ , ki blokira etilen 
(Ram in Sett, 1982). Kljub temu, da v literaturi nismo zasledili, da bi kdo od ostalih 
raziskovalcem uporabil neredčen STS pri indukciji moških socvetij, smo ugotovili, da je 
največja koncentracija najučinkoviteje delovala na tvorbo moških socvetij. Veen (1979) je 
pri nageljnih dokazal, da je STS preprečil učinek staranja, ki je posledica etilena, saj jim je 
z aplikacijo STS-a podaljšal življenjsko dobo rastlin. Na podlagi naših rezultatov lahko 
sklepamo, da največja količina nanešenega STS na površino rastlin močno vpliva na 
sintezno pot etilena in s tem na fenotipsko izražanje moških socvetij na dvodomnih ženskih 
rastlinah. Po številu moških socvetij na rastlini je sledilo tretiranje s 30x redčenim STS, pri 
katerem smo prav tako poškropili rastline do te mere, da je kapljalo z listov. Pri tem 
tretiranju smo zabeležili v povprečju 52,1 moških socvetij na rastlino. Socvetja so se 
pričela pojavljati enakomerno po celotni rastlini. Prva so se pojavila okoli tri dni kasneje 
kot na rastlinah, ki smo jih tretirali z neredčenim STS. Tudi v tem primeru lahko sklepamo, 
da je zaradi večje površine izpostavljenosti rastlin spojini STS kljub 30x redčitvi prišlo do 
večjega inhibicijskega učinka na sintezno pot etilena kot pri tretiranjih, kjer smo nanašali 
STS le na glavni apikalni vršiček. Izmed tovrstnih tretiranj se je kot najbolj učinkovito 
izkazalo tretiranje, pri katerem smo nanesli 50µg STS na apikalni vršiček glavnega stebla. 
Pri tem se je v povprečju tvorilo 39,4 moških socvetij na rastlino. Večina socvetij je bila na 
glavnem steblu, kar se ne sklada z ugotovitvami Rama in Setta (1982), ki sta jih največ 
zabeležila na primarnih stranskih vejah. Manjše število moških socvetij v tem primeru v 
primerjavi s škropljenjem listov z STS je lahko posledica manjše površinske 
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izpostavljenosti rastline in s tem manjše dostopnoste molekul, da vstopajo v rastlino , in 
manjše skupne količine STSa nanešenega na rastlino. Kljub aplikaciji STS na apikalni 
vršiček glavnega stebla so se socvetja pričela pojavljati tudi na spodnjih stranskih vejah, 
kar priča o dobri mobilnosti anionskega kompleksa STS, o čemer je poročal že  Veen 
(1979). Keliranje kovine v anionski kompleks povečuje mobilnost spojine. Veen in Van de 
Geijn (1978) sta poročala, da se kompleks srebrovega tiosulfata po rastlinah prenaša s 
hitrostjo 2 mh-1, kar je lahko razlog za enakomerno pojavljanje moških socvetij po celotni 
rastlini pri tretiranjih, kjer smo rastlinam aplicirali spojino le na apikalni vršiček glavnega 
poganjka. Kljub temu pa je korelacijska analiza pokazala, da se z višinskim prirastom 
rastlin število moških socvetij zmanjšuje. To je pokazatelj, da je vertikalna translokacija 
STS-a v rastlini omejena in se z višino rastline zmanjšuje, kar vpliva na manjši pojav 
moških socvetij pri višjih rastlinah. Pri tretiranju s 100 µg STS na apikalni vršiček 
glavnega stebla se je v povprečju pojavilo manj socvetij kot pri tretiranju 50 µg , kar 
nasprotuje ugotovitvam Rama in Setta (1982), ki sta zabeležila večji odstotek preobraženih 
moških cvetov pri tretiranju s 100 µg, in sicer 85,25%. V povprečju je bilo pri tem 
tretiranju v našem poskusu 24,1 moških socvetij na rastlino. Sledilo je tretiranje, pri 
katerem smo aplicirali 150 µg STS na apikalni vršiček glavnega stebla. Pri tem tretiranju je 
bilo v povprečju 23,7 moških socvetij na rastlino. Ram in Sett (1982) pri uporabi te 
količine STS nista zabeležila pojava moških socvetij, kar ni v skladu z našimi 
ugotovitvami. Prav tako se ne sklada ugotovitev, da apikalni vršiček po nanosu 150 µg 
STS počrni, saj v našem poskusu apikalni vršiček ni počrnel. Vseeno pa so se listi posušil, 
kakor sta opazila tudi Ram in Sett (1982). Pri tretiranjih s 50 in 100 µg  STS  sušenja listov 
nismo zabeležili v takšni meri, a so primarni poganjki, ki so bili že razviti, zakrneli in se 
nagubali ter zvijali, kar se ne sklada z njuno ugotovitvijo. Statistično najmanj moških 
socvetij smo ugotovili pri uporabi giberelinske kisline GA3 (2,3) in pri kontroli (0,7), ti 
dve tretiranji se med sabo nista statistično razlikovali. Pri tretiranju z GA3 smo poškropili 
rastline do te mere, da je kapljalo z listov. Pri tem tretiranju na sedmih od osemnajstih 
rastlin nismo zabeležili moških socvetij. Rezultat je primerljiv z ugotovitvami Sarath in 
Ram (1978), ki sta po 35 dneh zabeležila pojav nodijev z moškimi socvetji le na petih od 
desetih rastlin. Najmanj moških socvetij je bilo pri kontrolnih rastlinah, a nas je pojav 
moških socvetij vseeno presenetil, saj tega nismo pričakovali. Slednje bi lahko bila 
posledica slabe izolacije rastlin od ostalih tretiranj in močne ventilacije, ki je verjetno s 
površine listov odnašala STS. Moške cvetove je tvorilo 7 od 18 rastlin (39 %). 
Pri pojavu moških cvetov se je za najučinkovitejše tretiranje izkazalo škropljenje rastlin z 
neredčenim STS, kjer se je v povprečju tvorilo 331,4 moških cvetov na rastlino. Tudi ta 
rezultat priča o močnem vplivu srebrovega tiosulfata na inhibicijo sinteze etilena. 
Sposobnost različnega izražanja spola glede na različna hormonska tretiranja Truta in sod. 
(2007) pripisujejo bipotentni lastnosti zasnov za cvetove. Ženske rastline namreč vsebujejo 
do tridesetkrat več avksinov kot moške rastline. V moških vegetativnih in generativnih 
delih rastlin pa so odkrili višjo vsebnost giberelinov (Truta in sod., 2007). Z vplivom na 
vsebnost avksinov smo tako inhibirali sitezno pot etilena in izzvali tvorbo moških cvetov, 
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kar potrjuje bipotentno lastnost zasnov za cvetove pri navadni konoplji (Cannabis sativa 
L.). Kakor pri številu moških socveti je tudi pri številu moških cvetov sledilo tretiranje s 
30X redčenim STS. V povprečju je bilo zabeleženih 296,7 moških cvetov na rastlino. Tudi 
pri tem parametru ni prihajalo do statističnih razlik med obema tretiranjema. Cvetovi so se 
pri obeh tretiranjih pojavljali po celotni rastlini, največja gostota cvetov je bila na glavnem 
poganjku. Sledilo je tretiranje s 50 µg STS na vršiček glavnega poganjka, pri katerem smo 
v povprečju zabeležili 211,3 moških cvetov na rastlino. Največja gostota cvetov je bila na 
glavnem poganjku. V primerjavi z rezultati Rama in Setta (1982) se naši rezultati ne 
skladajo z njuno ugotovitvijo, saj smo največ preobraženih cvetov zabeležili pri tretiranju s 
50 µg STS in ne s 100 µgl STS. Pri tem tretiranju smo zabeležili 141,6 moških cvetov na 
rastlino. Sledilo je tretiranje s 150 µg, pri katerem smo zabeležili 128,7 moških cvetov na 
rastlino. Ta rezultat se tako kot pri številu moških socvetij ne sklada z ugotovitvami Rama 
in Setta (1982), ki pri uporabi 150 µg STS nista opazila moških cvetov. Sledilo je tretiranje 
z GA3, pri katerem smo zabležili 8,1 moških cvetov na rastlino. Chailakhyan (1979) je 
ugotovil velik vpliv GA3 na izražanje moških socvetij na dvodomnih ženskih rastlinah in 
na enodomnih rastlinah. Z odstranitvijo listov in injiciranjem GA3 je dokazal, da je večina 
rastlin (77 do 80 %) tvorila moške cvetove. V našem primeru rastlinam listov nismo 
odstranili, moške cvetove pa je tvorilo 11 od 18 rastlin (61 %). Prav tako GA3 nismo 
injicirali, ampak smo s hormonom škropili površino listov. GA3 (molekulska formula 
C19H22O6) je velika molekula, ki se mora v rastlinsko celico prenesti z aktivnim 
transportom in ne more prosto prehajati celičnih sten (Sun in Gubler, 2004). Način 
aplikacije hormona bi lahko bil razlog v razliki med rezultatoma in v nizkem številu 
moških socvetij, ugotovljenih v naši raziskavi. Pri kontroli smo imeli v povprečju 2,8 
moških cvetov na rastlino, kar je bila verjetno posledica slabe izolacije rastlin in močne 
ventilacije, ki je odnašala STS z rastlin ostalih tretiranj. Moške cvetove je tvorilo 7 od 18 
rastlin (39 %). 
5.1.2 Vpliv fiziološkega ukrepa rez na merjene spremenljivke 
Iz rezultatov za ukrep rez je razvidno, da so imele izmed vseh tretiranj vse merjene 
spremenljivke najnižje vrednosti, kar je bilo pričakovano. To je bil tudi razlog, da tretiranja 
rez nismo vključili v statistično analizo. Vseeno smo ugotovili, da rez vpliva na pojav 
moških socvetij in moških cvetov, saj se je na žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 pojavilo v 
povprečju 6,5 moških cvetov na rastlino ne glede na prostor. Na pojav cvetov pri 
žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 je imela rez manjši vpliv, saj so se na rastlinah pojavili v 
povprečju le 4 moški cvetovi. Pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11, ki je rastla v rastni 
komori fitotron, smo zabeležili pojav moških cvetov na štirih rastlinah, v ostalih dveh 
primerih pa na treh rastlinah. V povprečju je bilo to tretiranje najmanj uspešno, tudi v 
primerjavi z GA3, kjer je bilo v povprečju 8,1 moških cvetov na rastlino. Kljub temu da so 
se na nekaterih rastlinah razvila moška socvetja in cvetovi ugotavljamo, da gre za 
nezanesljiv ukrep za indukcijo moških cvetov. 
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5.1.3 Primerjava žlahtniteljskih linij po vseh spremenljivkah 
V poskusu indukcije moškega spola smo uporabili žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 in MX-
CBD-707. Ugotovili smo, da med linijama prihaja do statistično značilne razlike med 
prirastom višine in številom nodijev, kjer je imela linija MX-CBD-707 večji prirast tako 
višine kot nodijev. Vseeno smo pri končni meritvi višine rastlin ugotovili, da so bile  
rastline žlahtniteljske linije MX-CBD-11 v povprečju za 16 cm višje, bolj izdolžene, imele 
so daljše internodije, toda v povprečju manjše število nodijev ter tudi manjše skupno 
število socvetij. Iz teh morfoloških ocen lahko sklepamo, da so rastline linije MX-CBD-11 
vsebovale več giberelinov, ki povzročajo izdolževanje rastlin (Chailakhyan, 1979). To je 
razvidno tudi iz vidika preobraženih ženskih cvetov in socvetij v moška socvetja in 
cvetove, kjer je imela linija MX-CBD-11 statistično značilno več moških socvetij in 
cvetov. Žlahtniteljska linija MX-CBD-11 je imela 38,9 % preobraženih ženskih socvetij v 
moška, žlahtniteljska linija MX-CBD-707 pa 22,5 %. Pri žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 
so v povprečju imele rastline 41,3 več moških cvetov na rastlino kot pri liniji MX-CBD-
707 kljub v povprečju manjšemu številu skupnih socvetij na rastlino. Odziv rastlin obeh 
linij je bil na posamezno tretiranje enak, kar smo ugotovili s statistično analizo, saj 
interakcija med faktorjema ni bila potrjena, razen v primeru števila socvetij. Tudi v tem 
primeru pa se nazorno vidi, da se je na žlahtniteljski liniji MX-CBD-11 tvorilo več socvetij 
kot na žlahtniteljski liniji MX-CBD-707 (Preglednica 8). 
5.1.4 Primerjava rastnih prostorov po vseh spremenljivkah 
Rastni komori sta se med sabo nekoliko razlikovali tako v velikosti kot tudi v osvetlitvi in 
vlažnosti. Pogoji rasti so pri gojenju medicinske konoplje zelo pomembni, saj vplivajo na 
zdravje rastlin, njihovo razraščanje, količino pridelka in vsebnost kanabinoidov (Russo, 
2011). Priporočljive sijalke, ki se jih uporablja pri vzgoji medicinske konoplje, naj bi 
proizvajale okoli 90.000 lumnov in imele fotosintetsko aktivno sevanje okoli 1200 μmol/s. 
Vlaga pri cvetenju medicinske konoplje ne sme presegati 50 %, saj se lahko v nasprotnem 
primeru na vršičkih pojavi plesen (Rosenthal, 1985).  
Obe rastni komori lahko primerjamo samo na podlagi meritev na žlahtniteljski liniji MX-
CBD-11, saj je samo ta linija rasla v obeh prostorih. Z vidika primerjave vpliva posamezne 
rastne komore na merjene spremenljivke smo ugotovili, da rastna komora ni imela vpliva 
na prirast višine in nodijev. Čeprav smo v primeru števila socvetij ugotovili interakcijo 
med obema faktorjema, je iz preglednice 8 razvidno, da rastna komora ne vpliva na ta 
parameter, saj ni jasne razmejitve med obema prostoroma. Rastna komora prav tako ni 
vplivala na število moških socvetij in število moških cvetov pri liniji MX-CBD-11. Očitno 
kljub nekaterim razlikam v fizikalnih lastnostih obeh komor te niso tako velike, da bi v 
našem poskusu vplivale na merjene spremenljivke. To spoznanje je koristno iz tega vidika, 
da bi lahko v prihodnjih eksperimentih indukcije moškega spola obe komori uporabljali 
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neodvisno, torej bi lahko nadaljevali s poskusi indukcije moškega spola v eni ali v drugi 
rastni komori. 
5.2 UPORABA MOLEKULSKIH MARKERJEV ZA DOLOČANJE SPOLA 
Za določanje spola pri enodomnih in dvodomnih rastlinah navadne konoplje (Cannabis 
sativa L.) na genetskem nivoju smo preizkusili učinkovitost markerjev SCAR119, 
SCAR323 in MADC2. Vsi trije markerji so dominantni za moški spol, kar pomeni, da se 
pomnožek predvidene dolžine pojavi samo pri rastlinah moškega spola, medtem ko pri 
rastlinah ženskega spola tega pomnožka ni. Spol smo najprej določali na vzorcih, pri 
katerih smo predhodno izolirali DNA s CTAB metodo. CTAB metoda se uporablja zaradi 
raztopine CTAB, ki se je v preteklosti izkazala kot zelo uporabno topilo za ekstrakcijo 
visoko polimerizirane DNA iz rastlinskega materiala (Sigma, 2018). Testirali smo tri 
temperature prileganja začetnih oligonukleotidov. Delovanje markerjev smo najprej 
preizkusili na 4 ženskih in 3 moških rastlinah sorte Finola, katerih spol smo določili 
fenotipsko. Kot najučinkovitejša temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov se je 
izkazala temperatura 52 °C. Pomnožke dolžin 119 baznih parov za marker SCAR119 in 
390 baznih parov za marker MADC2 smo dobili pri vseh štirih moških rastlinah, medtem 
ko pri markerju SCAR323 ni prišlo do razlik med pomnožki moških in ženskih rastlin 
kljub optimizaciji PCR reakcije in temperatur prileganj začetnih oligonukleotidov, saj so se 
pomnožki sicer pravilne dolžine (323 bp) pojavili pri vseh rastlinah. Slabo ponovljivost 
markerja SCAR323 so ugotovili tudi Mendel in sod. (2016). Zato smo marker SCAR323 
izločili iz nadaljnjih poskusov. 
V nadaljevanju smo preverili ponovljivost rezultatov in primerjali med seboj markerja 
SCAR119, MADC2 ter njuno kombinacijo, ki smo jo poimenovali dupleks PCR. Slednje 
smo preizkusli na DNA predhodno izoliranih vzorcev 17 rastlin sorte 'Finola' in 6 rastlin 
enodomne sorte 'Santhica 27'. Želeli smo preizkusiti ali tudi pri enodomnih sortah, ki imajo 
genotip X/Xm (Truta in sod., 2007), prihaja do pomnožkov. Ponovljivost rezultatov je bila 
najboljša pri markerju SCAR119, saj smo za vse analizirane vzorce dobili ustrezne 
rezultate, ki so se skladali s fenotipsko oceno. Z markerjem MADC2 smo napačno določili 
spol dveh moških in ene ženske rastline sorte 'Finola'. Vsi vzorci enodomne sorte 'Santhica 
27' so bili z obema markerjema pravilno določeni, saj pomnožkov dolžine 119 baznih 
parov za SCAR119 in 390 baznih parov za MADC2 ni bilo prisotnih. Kombinacija obeh 
markerjev (dupleks PCR) se je izkazala za neustrezno. Iz teh rezultatov smo zaključili, da 
se je kot manj uspešen izkazal marker MADC2. Mandolino in sod. (1999) so z uporabo 
markerja MADC2 pravilno določili spol 85 od 88 rastlin. Dve odstopanji pri markerju 
MADC2 so zabeležili tudi Mendel in sod. (2016), ki so nepravilno določili spol pri ženskih 
rastlinah.. Pri navadni konoplji (Cannabis sativa L.) je izražanje spola zapleten proces, na 
katerega vplivajo avtosomni geni (Durand in Durand, 1990), pri čemer se lahko geni 
različno izražajo pod vplivom kemičnih tretiranj ali okoljskih dejavnikov, ki najverjetneje 
sodelujejo pri regulaciji izražanja genov (Mandolino in sod., 1999).. Zanimivo pa je, da 
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marker MADC2 učinkovito deluje pri enodomnih sortah, kar se je pokazalo tako v naši 
raziskavi kot tudi v raziskavi Fauxa in sod. (2014), ki so marker testirali na šestih sortah 
industrijske konoplje 'Carmagnola', 'USO 31', 'Fedora17', 'Santhica 27' in 'Felina 32'. Na 
115 vzorcih enodomnih rastlin so uporabili marker MADC2. Pomnožek dolžine 390 bp je 
bil odsoten v vseh primerih enodomnih rastlin, kar potrjuje domnevo, da imajo enodomne 
rastline XX spolna kromosoma. 
V nadaljevanju smo primerjali učinkovitost markerjev SCAR119 in MADC2 še na ostalih 
45 vzorcih navadne konoplje sort USO 31 (enodomna), Kitajska in Kompolti hibrid TC 
(dvodomni). Ponovila se je zgodba iz prejšnejga poskusa, kjer smo enodomnim rastlinam 
sorte USO 31 z obema markerjema pravilno določili spol. Pri dvodomnih sortah Kitajska 
in Kompolti hibrid TC pa se je izkazalo, da se je za najučinkovitejši marker izkazal SCAR 
119, ki se je skladal z vsemi fenotipskimi ocenami spola rastlin razen pri enem vzorcu, kjer 
smo dobili zelo slab in zamaknjen pomnožek, za kar bi lahko bil razlog tudi v slabi 
kakovosti izolirane DNA. Pri markerju MADC2 pa je prišlo do odstopanj, kjer smo od 
skupno 29 dvodomnih rastlin sort Kitajska in Kompolti hibrid TC štirim rastlinam (dve 
moški in dve ženski) nepravilno določili spol. Tudi Mendel in sod. (2016) so dokazali, da 
je marker SCAR119 najučinkovitejši izmed treh markerjev. Pri slednjem namreč ni bilo 
odstopanj, kot jih ni bilo tudi v našem primeru. Z markerjem SCAR119 so v celoti pravilno 
določili spol tudi Techen in sod. (2010). 
Slabost pri določanju spola mladih rastlin navadne konoplje z molekulskimi metodami je 
poleg visoke cene za potrebne kemikalije tudi časovna zahtevnost protokola, saj več kot 
polovico časa porabimo za izolacijo DNA iz listov. Zato bi bila tehnika PCR določanja 
spola brez predhodnje izolacije DNA časovno zelo učinkovita pri analizah velikega števila 
vzorcev v kratkem času. Direktni PCR iz predhodno neizolirane DNA se s pridom 
uporablja pri filogenetskih, populacijskih in taksonomskih študijah (Bellstedt in sod., 
2010). V sklopu naše raziskave smo hoteli vzpostaviti protokol direktnega PCR brez 
predhodne izolacije DNA za določanje spola pri navadni konoplji, česar v literaturi še 
nismo zasledili. V ta namen smo uporabili marker SCAR119, ki se je v naših predhodnih 
poskusih izkazal za najbolj učinkovitega. Med štirimi PCR mešanicami se je kot najboljša 
izkazala mešanica 3, kjer smo dodali ojačevalec in 4 µl 5x redčene DNA. Ojačevalec je 
snov, ki poveča specifičnost in donosnost primarnih produktov pomnoževanja PCR. Poleg 
ustrezne količine dodane DNA bi lahko ojačevalec bil razlog, da se je opisana mešanica 
izkazalo za najboljšo, saj v mešanici 1 in 2 ojačevalca nismo dodali, v mešanici 4 pa smo 
ga dodali, a samo manjšo količino DNA (samo 2 µl 5x redčene DNA). Uporabili smo isti 
temperaturni profil kot v prejšnjih poskusih določanja spola z markerji. Opisan protokol 
direktnega PCR smo uporabili za določanje spola 200 rastlinam dvodomne sorte 
Novosadska konoplja. V tem primeru smo lahko analizirali vzorce vseh 200 rastlin v istem 
dnevu, saj DNA nismo izolirali. Vsem rastlinam Novosadske konoplje smo v času cvetenja 
določili spol tudi fenotipsko in ga primerjali z rezultati določanja spola z markerjem 
SCAR119 z direktnim PCR. Izkazalo se je, da je prišlo do kar nekaj odstopanj genetskih 
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rezultatov od fenotipske ocene rastlin, ki smo jih spremljali skozi fazo cvetenja. Za 25 
vzorcev smo dobili pomnožke dolžine 119 bp, fenotipsko pa smo jih ocenili kot ženske 
rastline. Slednje bi lahko bila posledica mešanja vzorcev med prebadanjem listnih izsečkov 
ali pa ponovna nenamerna uporaba istega nastavka pipete, zaradi česar bi prišlo do 
prenašanja moških vzorcev in s tem lažnega pozitivnega rezultata za prisotnost moškega 
spola. Vzrok bi lahko bil tudi v napakah pri fenotipskem ocenjevanju spola (npr. 
neizkušenost). Razlog za napačno določen spol z markerjem bi lahko iskali tudi na 
genetski ravni. Truta in sod. (2007) so skupino rastlin z ženskimi socvetji na genetskem 
nivoju opredelili kot moške rastline, ki imajo kromosoma Xm/Xm. Takšne rastline se na 
fenotipski ravni izrazijo kot ženske rastline zaradi vpliva X kromosoma na avtosomne gene 
(Durand in Durand, 1990), na genetski ravni pa so jih Truta in sod. (2007) prepoznali kot 
moške rastline. 
Prav tako za 25 vzorcev Novosadske konoplje pa se je pokazalo ravno obratno, saj so se na 
genetski ravni izkazali kot ženske rastline (pri njih nismo dobili pomnožkov dolgih 119 
bp), na podlagi fenotipske ocene pa so se pokazali za moške rastline. Odsotnost 
pričakovanih z moškim spolom povezanih specifičnih pomnožkov pri moških rastlinah 
razkriva slabost uporabljenega markerskega sistema za določanje spola pri navadni 
konoplji. V naši raziskavi uporabljeni markerji, ki smo jih izbrali iz literature, so namreč 
dominanti za moški spol, kar pomeni, da ne določajo tudi ženskih rastlin. Povedano 
drugače, ženski spol je določen z odsotnostjo specifičnega pomnožka. Vseeno pa v 
pravilnost rezultata, ki določa ženski spol nikoli ne moremo biti povsem prepričani, saj so 
lahko razlogi za izostanek v pojavu pomnožka tudi drugi, npr. prenizka količina izolirane 
DNA, napaka pri pripravi PCR reakcije, napaka pri nanašanju PCR vzorca na agarozni gel, 
idr. Zato bi bilo potrebno razviti marker, ki bi bil žensko dominanten, torej bi pridobili 
tarčni produkt samo pri ženskih rastlinah. Še bolje pa bi bilo, če bi bil marker za spol 
kodominanten, kar bi pomenilo, da bi pri moški rastlini dobili pomnožek ene dolžine, pri 
ženski rastlini pa pomnožek druge dolžine. Protokol genetskega določanja spola bi se dalo 
optimizirati tudi tako, da bi za preverjanje uspešnosti poteka PCR reakcije uporabili katere 
druge začetne oligonukleotide, npr. za ITS regije. Pomnožki teh začetnih olignukleotidov 
bi bili dokaz za pravilen potek same PCR reakcije. Z metodo direktnega PCR smo pravilno 
določili spol 150 rastlinam Novosadske konoplje od 200 testiranih, kar predstavlja 75 % 
uspešnost. Glede na hitrost izvedbe testiranja lahko zaključimo, da je uporaba direktnega 
PCR za določanje spola na velikem številu vzorcev smotrna.  
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- Statistična analiza različnih tretiranj za indukcijo moških cvetov na dvodomnih 
ženskih rastlinah je pokazala, da prihaja med tretiranji do statistično značilnih 
razlik v številu moških socvetij in številu moških cvetov. 
- Tretiranje, pri katerem se je tvorilo največ moških socvetij in cvetov je bilo 
tretiranje z neredčeno raztopino STS, pri katerem smo rastline poškropili do te 
mere, da je z njihovih listov kapljalo. Sledili so škropljenje s redčenim STS, 
aplikacija 50 µg STS na apikalni vršiček, aplikacija 100 µg STS na apikalni vršiček 
in aplikacija 150 µg STS na apikalni vršiček. Med uporabo hormona giberelinske 
kisline in kontrolo ni bilo razlik. Prav tako je zelo nizko število moških socvetij in 
cvetov izzval fiziološki ukrep rez. 
- Tudi pri kontroli so se tvorila posamezna moška socvetja in cvetovi, verjetno pod 
vplivom prenosa STS iz drugih rastlin. Zato bi bilo potrebno kontrolo izolirati s 
pregrado od ostalih tretiranj. 
- Med obema žlahtniteljskima linijama prihaja do razlik pri vseh odzivnih 
spremenljivkah, ki so statistično značilne, razen v primeru števila socvetij, kjer smo 
ugotovili interakcijo med obema faktorjema poskusa. Vpliv rastne komore na 
odzivne spremenljivke žlahtniteljske linije MX-CBD-11, ki je rasla v obeh 
prostorih, ni statistično značilen, kar pomeni, da bi lahko komori za nadaljnje 
poskuse indukcije moškega spola uporabljali neodvisno. 
- Za najučinkovitejši marker se je izkazal marker SCAR119. Sledil je marker 
MADC2, kjer smo ugotovili nekaj odstopanj med genetsko in fenotipsko 
določenim spolom rastlin. Marker SCAR323 se je pokazal kot neuporaben, saj z 
njim nismo ločevali med ženskimi in moškimi rastlinami. Metoda preverjanja spola 
z dupleks PCR s hkratno uporabo markerjev SCAR119 in MADC2 se je izkazala za 
neustrezno. 
- Glede časovne komponente genetskega določanja spola se je metoda direktnega 
PCR izkazala za bolj uporabno od metode s predhodno izolacijo DNA. 
- Metoda direktnega PCR ni bila tako natančna za določanje spola v primerjavi z 
metodo določanja spola iz predhodno izolirane DNA. 
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Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) je enoletna dvodomna rastlina, ki spada v družino 
konopljevk (Cannabaceae) (Ranalli, 2004). Za dvodomne rastline je značilno, da se moška 
socvetja pojavljajo ločeno na moških rastlinah, ženska pa na ženskih rastlinah. Poznamo 
tudi enodomne sorte, ki so rezultat odbire in žlahtnjenja. Pri teh so moška in ženska 
socvetja na isti rastlini (Divashuk in sod., 2014).  
Ločevanje dvodomnih rastlin na moške in ženske v zgodnjih fazah razvoja mladih sadik je 
pomembno predvsem zato, ker spol pri dvodomnih rastlinah vpliva na gospodarsko 
vrednost in shemo žlahtnjenja (Parker in Clark, 1991). 
Spol rastlin lahko določimo glede na morfološke, biokemične in genetske razlike. Pri naši 
raziskavi smo spol določali na podlagi genetskih razlik z molekulskimi markerji. 
Molekulski marker ali DNK marker je zaporedje DNK, ki se pojavi vsaj v dveh različnih 
verzijah, ki jih je enostavno razlikovati med sabo in razkriva posamezne polimorfizme 
(Karp in sod., 1997). 
V nekaterih genotipih navadne konoplje je mogoče z različnimi kemikalijami delno ali v 
celoti vplivati na izražanje spola (Truta in sod., 2007). 
V prvem delu poskusa smo želeli inducirati pojav moških cvetov na dvodomnih ženskih 
rastlinah z uporabo Ag(S2O3)2
-3(STS), GA3 in rezi. Preizkusili smo 8 tretiranj, in sicer 
škropljenje z neredčenim STS, škropljenje s 30x redčenim STS, aplikacije na vršiček 50, 
100 in 150 µg STS, škropljenje z 0,01% giberelinsko kislino (GA3) in rezjo do višine dveh 
nodijev. Zadnje tretiranje je predstavljala kontrola, kjer nismo uporbili nobenih ukrepov za 
indukcijo spola. Največ moških cvetov, na število katerih je imelo tretiranje statistično 
značilen vpliv, se je pojavilo pri škropljenju rastlin z neredčenim STS (331,4), sledilo je 
tretiranje s 30x redčenim STS (291,7). Najmanj moških cvetov se je pojavilo pri tretiranju 
z GA3 (8,1). Tudi pri rezi smo opazili pojav moških cvetov, in sicer v povprečju 5,6 na 
rastlino. 
V drugem delu raziskave smo preizkusili učinkovitost treh molekulskih markerjev 
(SCAR119, SCAR323 in MADC2) za določanje moškega spola pri rastlinah navadne 
konoplje (Cannabis sativa L.). Najprej smo določili učinkovitost delovanja markerjev, pri 
čemer smo na sedmih rastlinah sorte Finola predhodno izolirali DNA s CTAB metodo in 
primerjali fenotipsko oceno z dobljenimi genetskimi rezultati. Za najučinkovitejši marker, 
pri katerem ni bilo odstopanj med fenotipsko oceno in dobljenimi genetskimi rezultati, se 
je izkazal molekulski marker SCAR119. V nadaljevanju smo ga preizkusili še na 17 
rastlinah sorte Finola in 6 rastlinah sorte Shantica 27. Tudi v tem primeru smo z 
molekulskim markerjem SCAR119 pravilno določili spol vseh testiranih rastlin razen pri 
enem vzorcu, kjer smo dobili netipičen pomnožek. Marker smo preizkusili tudi z metodo, 
pri kateri smo izvedli direkten PCR brez predhodne izolacije DNA. Ta metoda je imela 
slabšo zanesljivost, a je bila časovno manj zahtevna. Pri določanju spola moških rastlin 
smo imeli 80 % uspešnost, pri določanju spola ženskih rastlin pa je bila uspešnost 75 %. 
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A1 fitotron 14 3  D8 fitotron 35 7 
A2 fitotron 16 4  E1 fitotron 41 8 
A3 fitotron 16.5 3  E2 fitotron 42 7 
A4 fitotron 14 3  E3 fitotron 39 8 
A5 fitotron 14 2  E4 fitotron 36 7 
A6 fitotron 14,1 3  E5 fitotron 42 7 
A7 fitotron 15.3 4  E6 fitotron 38 7 
A8 fitotron 14.1 3  E7 fitotron 38 7 
B1 fitotron 22 4  E8 fitotron 37 7 
B2 fitotron 26 5  F1 fitotron 52 7 
B3 fitotron 26.5 5  F2 fitotron 46 7 
B4 fitotron 25 5  F3 fitotron 44 7 
B5 fitotron 23 4  F4 fitotron 53 7 
B6 fitotron 26 5  F5 fitotron 51 8 
B7 fitotron 21 5  F6 fitotron 49 6 
B8 fitotron 24 5  F7 fitotron 51 7 
C1 fitotron 30 6  F8 fitotron 54 6 
C2 fitotron 31 6  A1 soba 5 33 6 
C3 fitotron 30 8  A2 soba 5 36 6 
C4 fitotron 29 6  A3 soba 5 37 7 
C5 fitotron 32 6  A4 soba 5 43 6 
C6 fitotron 28.5 6  A5 soba 5 32 6 
C7 fitotron 29.5 6  A6 soba 5 39 6 
C8 fitotron 30 7  A7 soba 5 29 6 
D1 fitotron 34 8  A8 soba 5 39 7 
D2 fitotron 35 7  B1 soba 5 45 6 
D3 fitotron 36 6  B2 soba 5 44 6 
D4 fitotron 36 7  B3 soba 5 48 7 
D5 fitotron 32 7  B4 soba 5 44 6 
D6 fitotron 36 6  B5 soba 5 51 6 
D7 fitotron 33 6  B6 soba 5 44 8 
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B7 soba 5 49 6  A1 fitotron 46 6 
B8 soba 5 44 6  A2 fitotron 44 6 
C1 soba 5 54 7  A3 fitotron 45 7 
C2 soba 5 53 7  A4 fitotron 29 4 
C3 soba 5 54 7  A5 fitotron 47 6 
C4 soba 5 54 8  A6 fitotron 48 7 
C5 soba 5 55 7  A7 fitotron 45 7 
C6 soba 5 50 7  A8 fitotron 44 8 
C7 soba 5 57 8  B1 fitotron 51 6  
C8 soba 5 52 6  B2 fitotron 53 7 
D1 soba 5 56 8  B3 fitotron 41 5 
D2 soba 5 62 7  B4 fitotron 50 6 
D3 soba 5 61 8  B5 fitotron 49 7 
D4 soba 5 59 7  B6 fitotron 52 7 
D5 soba 5 55 8  B7 fitotron 53 8 
D6 soba 5 62 7  B8 fitotron 54 7 
D7 soba 5 59 8  C1 fitotron 57 7 
D8 soba 5 62 7  C2 fitotron 59 7 
E1 soba 5 61 7  C3 fitotron 57 7 
E2 soba 5 69 8  C4 fitotron 55 6 
E3 soba 5 64 9  C5 fitotron 56 7 
E4 soba 5 62 7  C6 fitotron 56 8 
E5 soba 5 65 8  C7 fitotron 56 7 
E6 soba 5 62 7  C8 fitotron 56 6 
E7 soba 5 64 7  D1 fitotron 58 7 
E8 soba 5 62 7  D2 fitotron 62 7 
F1 soba 5 68 8  D3 fitotron 60 7 
F2 soba 5 70 9  D4 fitotron 62 8 
F3 soba 5 67 8  D5 fitotron 63 8 
F4 soba 5 67 9  D6 fitotron 59 8 
F5 soba 5 65 7  D7 fitotron 60 8 
F6 soba 5 65 8  D8 fitotron 57 6 
F7 soba 5 66 9  E1 fitotron 64 8 
F8 soba 5 66 8  E2 fitotron 63 7 
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E3 fitotron 63 6  F2 fitotron 69 7 
E4 fitotron 62 8  F3 fitotron 64 7 
E5 fitotron 64 7  F4 fitotron 68 8 
E6 fitotron 63 7  F5 fitotron 64 8 
E7 fitotron 64 7  F6 fitotron 66 8 
E8 fitotron 63 7  F7 fitotron 69 8 
F1 fitotron 67 7  F8 fitotron 64 7 
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a 1 fitotron 67 23 92 41 225 5,5 
a 2 fitotron 71 24 96 43 215 5,0 
a 3 fitotron 69 23 91 25 125 5,0 
a 4 fitotron 70 23 93 15 77 5,1 
a 5 fitotron 70 22 88 1 1 1,0 
a 6 fitotron 90,4 23 95 0 0 0 
a 7 fitotron 65 12 46 0 0 0 
a 8 fitotron 76 23 92 0 0 0,0 
b 1 fitotron 79 24 96 43 302 7,0 
b 2 fitotron 86 25 99 25 154 6,2 
b 3 fitotron 81 25 101 27 135 5,0 
b 4 fitotron 78 25 100 15 66 4,4 
b 5 fitotron 76 24 96 10 26 2,6 
b 6 fitotron 93,2 25 103 3 10 3,3 
b 7 fitotron 67 13 52 1 4 4,0 
b 8 fitotron 88 25 95 0 0 0 
c 1 fitotron 90 26 103 46 276 6,0 
c 2 fitotron 89 26 110 50 250 5,0 
c 3 fitotron 85 26 106 27 167 6,2 
c 4 fitotron 82 26 96 43 144 3,3 
c 5 fitotron 81 26 102 16 25 1,6 
c 6 fitotron 105 26 97 5 13 2,6 
c 7 fitotron 61 12 48 3 10 3,3 
c 8 fitotron 89 27 108 1 3 3,0 
d 1 fitotron 85 28 112 50 363 7,3 
d 2 fitotron 88 27 107 48 314 6,5 
d 3 fitotron 97 26 104 47 235 5,0 
d 4 fitotron 83 27 116 18 90 5,0 
d 5 fitotron 80 27 106 21 117 5,6 
d 6 fitotron 112 26 103 0 0 0 
d 7 fitotron 65 12 49 0 0 0 
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d 8 fitotron 100,4 27 105 0 0 0 
e 1 fitotron 94 28 112 50 415 8,3 
e 2 fitotron 99 27 108 49 354 7,2 
e 3 fitotron 90 28 110 33 170 5,2 
e 4 fitotron 89 27 105 16 65 4,1 
e 5 fitotron 95 27 103 9 33 3,7 
e 6 fitotron 108 27 106 4 24 6,0 
e 7 fitotron 70 12 49 5 10 2,0 
e 8 fitotron 115 25 100 3 7 2,3 
f 1 fitotron 105 26 104 47 431 9,2 
f 2 fitotron 99 25 99 45 277 6,2 
f 3 fitotron 97 23 92 41 297 7,2 
f 4 fitotron 91 24 96 23 115 5,0 
f 5 fitotron 104 26 103 16 75 4,7 
f 6 fitotron 117 26 106 0 0 0 
f 7 fitotron 76 12 43 0 0 0 
f 8 fitotron 115 25 99 0 0 0 
a 1 soba 5 70 22 62 40 206 5,2 
a 2 soba 5 92 26 81 50 226 4,5 
a 3 soba 5 84 22 54 15 70 4,7 
a 4 soba 5 80 25 86 25 293 11,7 
a 5 soba 5 75 22 74 18 67 3,7 
a 6 soba 5 135 26 53 1 1 1,0 
a 7 soba 5 55 9 22 1 1 1,0 
a 8 soba 5 70 18 100 45 87 1,9 
b 1 soba 5 81 22 68 42 155 3,7 
b 2 soba 5 99 21 61 29 182 6,3 
b 3 soba 5 89 24 106 82 438 5,3 
b 4 soba 5 86 20 121 37 151 4,1 
b 5 soba 5 96 22 80 29 235 8,1 
b 6 soba 5 130 22 25 3 9 3,0 
b 7 soba 5 42 12 36 11 18 1,6 
b 8 soba 5 116 24 67 0 0 0,0 
c 1 soba 5 84 23 79 60 226 3,8 
c 2 soba 5 126 23 65 45 258 5,7 
c 3 soba 5 110 22 81 47 305 6,5 
c 4 soba 5 125 23 57 1 1 1,0 
c 5 soba 5 107 21 48 25 105 4,2 
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c 6 soba 5 145 23 33 4 4 1,0 
c 7 soba 5 53 12 48 0 0 0,0 
c 8 soba 5 102 20 76 0 0 0,0 
d 1 soba 5 92 22 75 71 311 4,4 
d 2 soba 5 100 23 106 85 387 4,6 
d 3 soba 5 95 22 97 42 187 4,5 
d 4 soba 5 90 22 86 18 83 4,6 
d 5 soba 5 110 27 84 43 240 5,6 
d 6 soba 5 156 24 49 4 8 2,0 
d 7 soba 5 35 12 55 0 0 0,0 
d 8 soba 5 118 29 109 0 0 0,0 
e 1 soba 5 95 18 82 61 458 7,5 
e 2 soba 5 110 25 97 59 325 5,5 
e 3 soba 5 116 32 101 30 164 5,5 
e 4 soba 5 127 26 108 22 109 5,0 
e 5 soba 5 107 27 90 38 180 4,7 
e 6 soba 5 126 25 46 0 0 0,0 
e 7 soba 5 25 12 53 0 0 0,0 
e 8 soba 5 129 27 106 0 0 0,0 
f 1 soba 5 110 26 107 67 399 6,0 
f 2 soba 5 118 30 79 58 356 6,1 
f 3 soba 5 107 26 73 29 176 6,1 
f 4 soba 5 124 22 81 32 353 11,0 
f 5 soba 5 93 22 65 22 254 11,5 
f 6 soba 5 148 24 61 3 6 2,0 
f 7 soba 5 45 12 25 10 20 2,0 
f 8 soba 5 110 22 73 0 0 0,0 
a 1 fitotron 85 23 86,0 53 291,0 5,5 
a 2 fitotron 79 25 65 63 346,0 5,5 
a 3 fitotron 80 22 70 25 137,0 5,5 
a 4 fitotron 87 24 55 36 198,0 5,5 
a 5 fitotron 99 22 87 18 27,0 1,5 
a 6 fitotron 103 25 73 5 16,0 3,2 
a 7 fitotron 65 9 50 1 5,0 5,0 
a 8 fitotron 116 19 67 3 14,0 4,7 
b 1 fitotron 103 22 99 47 424,0 9,0 
b 2 fitotron 105 21 71 33 287,0 8,7 
b 3 fitotron 93 24 65 77 251,0 3,3 
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b 4 fitotron 102 20 107 36 198,0 5,5 
b 5 fitotron 101 24 119 30 165,0 5,5 
b 6 fitotron 104 25 76 4 22,0 5,5 
b 7 fitotron 67 11 25 7 25,0 3,6 
b 8 fitotron 125 24 76 3 16,0 5,3 
c 1 fitotron 110 23 70 55 308,0 5,6 
c 2 fitotron 107 23 79 47 267,0 5,7 
c 3 fitotron 114 22 65 56 298,0 5,3 
c 4 fitotron 103 23 79 24 126,0 5,3 
c 5 fitotron 108 21 58 23 133,0 5,8 
c 6 fitotron 106 23 49 6 33,0 5,5 
c 7 fitotron 71 12 31 1 5,0 5,0 
c 8 fitotron 134 20 89 1 5,0 5,0 
d 1 fitotron 110 22 81 79 434,0 5,5 
d 2 fitotron 114 23 77 88 484,0 5,5 
d 3 fitotron 112 22 109 47 258,0 5,5 
d 4 fitotron 110 22 101 20 174,0 8,7 
d 5 fitotron 106 27 83 46 253,0 5,5 
d 6 fitotron 114 24 91 0 0,0 0,0 
d 7 fitotron 63 12 49 2 4,0 2,0 
d 8 fitotron 128 29 76 1 3,0 3,0 
e 1 fitotron 116 18 105 65 357,0 5,5 
e 2 fitotron 119 25 84 57 313,0 5,5 
e 3 fitotron 100 32 99 26 174,0 6,7 
e 4 fitotron 97 26 104 23 126,0 5,5 
e 5 fitotron 105 27 107 41 225,0 5,5 
e 6 fitotron 115 25 93 0 0,0 0,0 
e 7 fitotron 67 12 55 0 0,0 0,0 
e 8 fitotron 136 27 87 0 0,0 0,0 
f 1 fitotron 119 26 107 70 385,0 5,5 
f 2 fitotron 121 30 109 63 346,0 5,5 
f 3 fitotron 116 26 83 33 217,0 6,6 
f 4 fitotron 124 22 79 29 179,0 6,2 
f 5 fitotron 98 22 84 21 155,0 7,4 
f 6 fitotron 100 24 67 0 0,0 0,0 
f 7 fitotron 64 12 64 0 0,0 0,0 
f 8 fitotron 129 22 103 0 0,0 0,0 
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Določanje spola rastlin s fenotipsko oceno in z analizo izolirane DNK 
 




prva ocena  




1 Finola 2 ž ž ž ž 
2 Finola 2 ž ž ž ž 
3 Finola 2 ž ž ž ž 
4 Finola 2 ž ž ž ž 
5 Finola 2 ž ž ž ž 
6 Finola 2 ž ž ž ž 
8 Finola 2 m m m m 
11 Finola 2 ž ž ž ž 
12 Finola 2 ž ž ž ž 
13 Finola 2 ž ž m ž 
14 Finola 2 m m m m 
15 Finola 2 m m m m 
16 Finola 2 m m m m 
17 Finola 2 m m m m 
18 Finola 2 m ? m m 
19 Finola 2 m m ž m 
20 Finola 2 m m ž m 
21 Santhica 1 m/ž ž ž m/ž 
22 Santhica 1 m/ž ž ž m/ž 
23 Santhica 1 ž ž ž ž 
24 Santhica 1 ž ž ž ž 
25 Santhica 1 ? ž ž ž 
26 Santhica 1 ? ž ž ž 
27 Uso 1 ž ž ž ž 
28 Uso 1 ž ž ž ž 
29 Uso 1 ž ž ž ž 
30 Uso 1 ž ž ž ž 
31 Uso 1 ž ž ž ž 
32 Uso 1 ž ž ž ž 
33 Uso 1 ž ž ž ž 
34 Uso 1 ž ž ž ž 
35 Uso 1 ž ž ž ž 
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36 Uso 1 ž ž ž ž 
37 Uso 1 ž ž ž ž 
38 Uso 1 ž ž ž ž 
39 Uso 1 ž ž ž ž 
40 Uso 1 ž ž ž ž 
41 Uso 1 ž ž ž ž 
42 Uso 1 ž ž ž ž 
44 Kitajska 2 ž ž ž ž 
45 Kitajska 2 ž ž ž ž 
46 Kitajska 2 ž m m m 
47 Kitajska 2 m m m m 
48 Kitajska 2 m ž ž ž 
49 Kitajska 2 ž m m m 
50 Kitajska 2 m m m m 
51 Kitajska 2 ž m ž m 
52 Kitajska 2 ž m m m 
53 Kitajska 2 ž m m ? 
54 Kitajska 2 ž ž ž ž 
55 Kitajska 2 ž ž ž ž 
56 Kitajska 2 ž ž ž ž 
57 Kitajska 2 ž m m m 
58 Kitajska 2 ž ž ž ž 
59 Kitajska 2 m ž ž ž 
60 Kompolti 2 ž m m m 
61 Kompolti 2 ž m m m 
62 Kompolti 2 m m m m 
63 Kompolti 2 m m m m 
64 Kompolti 2 m m m m 
65 Kompolti 1 m/ž ž ž m/ž 
66 Kompolti 1 m/ž ž ž m/ž 
67 Kompolti 2 ž m m m 
68 Kompolti 1 m/ž ž ž m/ž 
69 Kompolti 2 m m ž m 
70 Kompolti 2 ž ž ž ž 
71 Kompolti 2 m ž ž ž 
72 Kompolti 2 ž ž ž ž 
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Določanje spola rastlin s fenotipsko oceno in direktno PCR analizo. 
 
Oznaka Sorta SCAR 119 Fenotip  Oznaka Sorta SCAR 
119 
Fenotip 
1 Novosadska m m  32 Novosadska m m 
2 Novosadska m m  33 Novosadska m m 
3 Novosadska m m  34 Novosadska m m 
4 Novosadska m m  35 Novosadska ž ž 
5 Novosadska m m  36 Novosadska ž ž 
6 Novosadska m m  37 Novosadska ž ž 
7 Novosadska m m  38 Novosadska ž ž 
8 Novosadska m m  39 Novosadska ž ž 
9 Novosadska m m  40 Novosadska ž ž 
10 Novosadska m m  41 Novosadska ž ž 
11 Novosadska m m  42 Novosadska m m 
12 Novosadska m m  43 Novosadska ž ž 
13 Novosadska m m  44 Novosadska ž ž 
14 Novosadska m m  45 Novosadska ž ž 
15 Novosadska m m  46 Novosadska ž ž 
16 Novosadska ž ž  47 Novosadska ž ž 
17 Novosadska m m  48 Novosadska m m 
18 Novosadska m ž  49 Novosadska m ž 
19 Novosadska m ž  50 Novosadska m m 
20 Novosadska m ž  51 Novosadska ž ž 
21 Novosadska m m  52 Novosadska ž ž 
22 Novosadska ž ž  53 Novosadska ž m 
23 Novosadska ž ž  54 Novosadska ž m 
24 Novosadska ž ž  55 Novosadska ž ž 
25 Novosadska ž ž  56 Novosadska ž ž 
26 Novosadska ž ž  57 Novosadska ž ž 
27 Novosadska ž ž  58 Novosadska ž ž 
28 Novosadska ž ž  59 Novosadska ž ž 
29 Novosadska m ž  60 Novosadska m m 
30 Novosadska m m  61 Novosadska m m 
31 Novosadska m m  62 Novosadska m m 
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Oznaka Sorta SCAR 119 Fenotip  Oznaka Sorta SCAR 
119 
Fenotip 
63 Novosadska ž ž  101 Novosadska m m 
64 Novosadska m m  102 Novosadska m m 
65 Novosadska ž m  103 Novosadska m m 
66 Novosadska m m  104 Novosadska m m 
67 Novosadska ž ž  105 Novosadska ž ž 
68 Novosadska ž ž  106 Novosadska ž ž 
69 Novosadska ž ž  107 Novosadska m m 
70 Novosadska ž ž  108 Novosadska ž ž 
71 Novosadska ž ž  109 Novosadska ž ž 
72 Novosadska m m  110 Novosadska m m 
73 Novosadska m ž  111 Novosadska ž ž 
74 Novosadska m m  112 Novosadska ž ž 
75 Novosadska m m  113 Novosadska m m 
76 Novosadska ž m  114 Novosadska ž ž 
77 Novosadska m ž  115 Novosadska ž ž 
78 Novosadska m m  116 Novosadska m m 
79 Novosadska ž ž  117 Novosadska m m 
80 Novosadska m m  118 Novosadska ? m 
81 Novosadska m m  119 Novosadska m m 
82 Novosadska ž ž  120 Novosadska ? ž 
83 Novosadska m m  121 Novosadska m m 
84 Novosadska ž ž  122 Novosadska m ž 
85 Novosadska m m  123 Novosadska m m 
86 Novosadska m ž  124 Novosadska m m 
87 Novosadska m m  125 Novosadska m ž 
88 Novosadska m m  126 Novosadska m m 
89 Novosadska m m  127 Novosadska m m 
90 Novosadska m ž  128 Novosadska m m 
91 Novosadska m m  129 Novosadska m ž 
92 Novosadska ž ž  130 Novosadska m m 
93 Novosadska ž m  131 Novosadska m m 
94 Novosadska ž m  132 Novosadska ž m 
95 Novosadska ž ž  133 Novosadska m ž 
97 Novosadska m ž  134 Novosadska m ž 
98 Novosadska ž ž  135 Novosadska m ž 
99 Novosadska m m  136 Novosadska m m 
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Oznaka Sorta SCAR 119 Fenotip  Oznaka Sorta SCAR 
119 
Fenotip 
138 Novosadska ? ž  175 Novosadska m m 
139 Novosadska m m  176 Novosadska m m 
140 Novosadska m m  177 Novosadska m m 
141 Novosadska m m  178 Novosadska m ž 
142 Novosadska m ž  179 Novosadska m ž 
143 Novosadska m ž  180 Novosadska m m 
144 Novosadska m ž  181 Novosadska m ž 
145 Novosadska m ž  182 Novosadska m ž 
146 Novosadska m ž  183 Novosadska m ž 
147 Novosadska m ž  184 Novosadska m ž 
148 Novosadska m ž  185 Novosadska m m 
149 Novosadska m m  186 Novosadska m ž 
150 Novosadska m m  187 Novosadska m m 
151 Novosadska m m  188 Novosadska m ž 
152 Novosadska ž ž  189 Novosadska m ž 
153 Novosadska m m  190 Novosadska m m 
154 Novosadska ž ž  191 Novosadska m ž 
155 Novosadska m ž  192 Novosadska m ž 
156 Novosadska m m  193 Novosadska m m 
157 Novosadska m m  194 Novosadska m m 
158 Novosadska ž ž  195 Novosadska m m 
159 Novosadska m m  196 Novosadska ž ž 
160 Novosadska ž ž  197 Novosadska ž ž 
161 Novosadska m ž  198 Novosadska ž ž 
162 Novosadska m m  199 Novosadska ž ž 
163 Novosadska m m  200 Novosadska ž ž 
164 Novosadska m m  100 Novosadska ž ž 
165 Novosadska m ž  137 Novosadska m ž 
166 Novosadska m m  173 Novosadska m m 
167 Novosadska m m  174 Novosadska m m 
168 Novosadska m m  171 Novosadska m m 
169 Novosadska m m  172 Novosadska m ž 
170 Novosadska m m      
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Rezultati anova analize za merjene odzivne spremenljivke 
 
F1 = Faktor 1 = kombinacija žlahtniteljske linije in rastne komore = linija_komora 
F2 = Faktor 2 = tretiranje 
 
Višina rastlin - količnik 
 Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
Linija_komora 
(F1) 
2 35,54 17,768 37,617 5,1 x 10-13 *** 
Tretiranje  
(F2) 
6 5,31 0,884 1,872 0,0925  
F1 x F2 12 3,66 0,305 0,646 0,7982  
Ostanki 104 49,12 0,472    
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 
 
Število nodijev - količnik 
 Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
Linija_komora 
(F1) 
2 50,46 25,232 19,275 7,57 x 10-13 *** 
Tretiranje  
(F2) 
6 0,73 0,121 0,093 0,997  
F1 x F2 12 5,32 0,443 0,338 0,980  
Ostanki 104 136,14 1,309    
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 
 
Število socetij 
 Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
Linija_komora 2 13109 6554 29,824 5,78e x 10-11 *** 
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6 4308 718 3,267 0,00553 ** 
F1 x F2 12 5333 444 2,022 0,02920 * 
Ostanki 104 22855 220    
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 
 
Število moških socvetij 
 Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
Linija_komora 
(F1) 
2 17,6 8,7 7,726 0,000744 *** 
Tretiranje  
(F2) 
6 794,6 132,44 116,418 2 x 10-16 *** 
F1 x F2 12 14,0 1,17 1,024 0,432462  
Ostanki 104 118,3 1,14    
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 
 
Število moških cvetov 
 Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)  
Linija_komora 
(F1) 
2 108 54,0 6,977 0,00143 ** 
Tretiranje  
(F2) 
6 4887 814,5 105,246 2 x 10-16 *** 
F1 x F2 12 154 12,8 1,657 0,08727  
Ostanki 104 805 7,7    
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 
 
